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(57) Abstract: The invention relates to nematodes as model organisms for the investigation of neurodegenerative diseases, in partic- 
ular, Parkinsons disease, uses and methods for the discovery of substances and genes which can be used in the treatment of the above 
disease states and identification of a nematode gene, from C. elegans, which is homologous to the human parkin gene associated with 
Parkinsons disease. The invention further relates to those nematodes which contain an aberrant or missing expression of at least one 
gene, preferably a parkin gene and/or a a-synuclein gene, which is connected with Parkinsons disease. According to the invention, 
the above organisms can be used for the identification and characterisation of medicaments for the treatment of said disease states. 

(57) Zusammeofassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Nematoden als Modellorganismen zur Untersuchung neurodegenerari- 
ver Erkrankungen und insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung, Verwendungen und Verfahren zum Auffinden von Substanzen 
und Genen. die bei der Behandlung solcher Erkrankungen eingesetzt werden kttnnen, sowie die Identifizierung eines Nematodengens 
aus C. elegans, das zu dem mit der Parkinsonschen Erkrankund assoziierten mensch lichen Parkingen homolog ist Die vorliegende 
Erfindung betrifft insbesondere solche Nematoden , die eine abemnte oder fehlende Expression mindestens eines Gens, das mit der 
Parkinsonschen Erkrankung in Zusammenhang steht, bevorzugt eines Parkingens und/oder eines Ct-Synucleingens aufweiscn. Die 
erfindungsgemassen Orgnaismen ktinnen insbesondere zur Identifizierung und Charakterisierung von Arzneimitteln zur Behandlung 
derartgiger Erkrankungen eingesetzt werden. 
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NEMATODEN ALS MODEL LORGAMSMEN ZUR UNTERSUCHUNG NEURODEGENERXTIVER ER- 
KRANKUNGEN UND [NSBESONDER DER PARKINSONSCHEN ERKRANKUNG, VERWENDUNGEN UND VERFAHREN 
ZUM AUFFINDEN VON SUBSTANZEN UND GENEN, Dffi BEI DER BEHANDLUNG SOLCHER ERFRANKUNGEN EIN* 
GESETZ WERDEN KONNEN, SOWIE OENTIFIZIERUNG EINES NEMATODENGENS. 



Die Brfindung betrifft Nematoden als Modellorganismen zur 
UnterGuchung neurodegenerativer Erkrankungen und insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung, die zur Entwicklung von Arznei- 
mitteln zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
(Amyloidosen) auftreten, und insbesondere zur Behandlung der 
Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden k6nnen. 

Das erfindungsgemafie Tiermodell basiert darauf , dafi in einem 
Nematoden ein Gen, das mit der Entwicklung der Parkinsonschen 
Erkrankung in Zusammenhang stent, eine aberrante oder fehlende 
Expression aufweist. 

Ein solches Tiermodell kann ebenfalls zur Aufklarung der 
Stof fwechselwege sowie der Identif izierung von neuen Genen, 
die an der Parkinsonschen Erkrankung beteiligt sind, dienen. 

Hintergrund der Erfindung 

Far verschiedene Krankheitstypen stehen bereits transgene 
Tiermodelle als wertvolle Werkzeuge zur Aufklarung von Erkran- 
kungsprozessen sowie zur Identifizierung und Charakterisierung 
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von pr3ventiv oder therapeutisch wirksamen Arzneimicteln zur 
Verfftgung. Voraussetzung f\ir die Entwicklung solcher Tiermo- 
delle ist insbesondere die Kenntnis von an den jeweiligen 
Erkrankungsprozessen beteiligten Genen. 

Die ' Parkinsonsche Erkrankung (Morbus Parkinson) ist neben der 
Alzheimerschen Erkrankung die bekannteste Erkrankung aus der 
Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen . Sie ist gekenn- 
zeichnet durch (1) Verlangsamung aller Bewegungen (Bradyki- 
nese) , leise und monotone Sprache (Akinese oder Hypokinese) , 
Fehlen der physiologischen Mitbewegungen, gebtickte Haltung, 
kleinschrit tiger, z.T. schlurfender Gang, wahrend des Schrei- 
bens kleiner werdende Schrift, nicht beeinf lussbare Bewegungs- 
storungen mit Fallneigung nach vorn, zur Seite oder nach hin- 
ten, (2) Steifigkeit der Muskulatur (Rigor) und (3) grobschla- 
giger Ruhetremor (Zittern) . Morbus Parkinson ist eine relativ 
h&ufig vorkommende Krankheit, die bei ca. 1% der uber 60-jah- 
rigen, besonders bei Mannern auftritt. Die Krankheit wird ver- 
ursacht durch den Verlust von Dopamin itn Striatum, was zur 
Degeneration von Neuronen in der Substantia nigra fuhrt. Die 
primare Ursache, die zu dem Verlust von Dopamin ftihrt, ist 
nicht bekannt (Dunnett and Bjdrklund, 1999; Olanow and Tatton, 
1999) . Obwohl die meisten Patienten mit Morbus Parkinson spo- 
radisch auftreten, gibt es eine kleine Gruppe von Patienten, 
in deren Familien die Erkrankung gehauft auftritt. Molekular- 
genetische Analysen in diesen Familien haben zur Identifizie- 
rung von mehreren Genen geftihrt, die, durch Mutationen veran- 
dert, urs&chlich am Ausbruch der Parkinsonschen Erkrankung 
beteiligt sind. Eines dieser Gene, welches 1998 durch Nobuy- 
oshi Shimizu, Yoshikuni Mizuno und deren Mitarbeiter entdeckt 
wurde, wird seither Parkin oder PARK2 genannt (Kitada et al*, 
1998; Hattori et al., 1998). Es wurde mutiert bei mehreren 
Familien gefunden, in welchen mehrere Familienmitglieder auto- 
somalen rezessiven juvenilen (vor dem 40. Lebensjahr begin- 
nend) Morbus Parkinson entwickelt haben. Das Protein des Par- 
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/ein-Gens ist unter anderem charakterisiert durch eine Ubiqui- 
tin-Domane im N-Terminus, zwei RING-Finger-ahnliche Motive im 
C-Terminus und eine I BR (in between ring fingers ) -Domane. 

Ein weiteres Gen, welches ebenfalls als ursachlich an der Par- 
kinsonschen Brkrankung beteiligt identif iziert wurde, ist das 
a-Synucleingen (Polyraeropoulos et al., 1997). a-Synuclein 
tritt insbesondere in den fibrillaren, intrazytoplasmatischen 
Einschlxissen (Lewy bodies) auf , welche bei der Parkinsonschen 
Erkrankung auftreten. In den Lewy bodies sind neben dem prasy- 
naptischen Protein a-Synuclein zahlreiche Proteine wie Ubiqui- 
tiii, und Neurofilament vertreten. Mutationen (A53T und A30P) 
im a-Synucleingen auf dem menschlichen Chromosom 4q21-q22 ffth- 
ren zu einer autosomal dominanten Form des Morbus Parkinson 
(Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 1998). Es ist 
noch ungeklart, wie diese Mutationen Morbus Parkinson auslosen 
konnen. Das dominante Vererbungsmuster und die Tatsache, daS 
a-Synuclein in Lewy bodies in fibrillaren Aggregationen vor- 
liegt, deren Bildxing durch beide Mutationen beschleunigt wer- 
den kann, lafit auf Toxizitat als Mechanismus (toxic gain of 
function) schliefien. In einer neueren Studie konnte eine Folge 
von 12 Aminosauren in der Mitte des a-Synucleins identif iziert 
werden, die f\ir die Aggregation in vitro verantwortlich und in 
dem nicht aggregierenden, sehr ahnlichen Protein S-Synuclein 
abwesend iet (Giasson et al. r 2000). a-Synuclein wurde bisher 
nur bei Vertebraten identif iziert , wobei bei alien bisher 
bekannten Arten Threonin statt wie beim Menschen Alanin in der 
Position 53 der Aminosauresequenz zu finden ist (Clayton and 
George, 1998) . 

Transgene Tiermodelle, die verschiedene Varianten des humanen 
a-Synuclein exprimieren, wurden bisher fiir die Maus und Dro- 
sophila etabliert. Die neuronale Expression von a-Synuclein in 
der Maus fuhrt zu einer f ortschreitenden Akkumulation von a- 
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Synuclein in intraneuronalen Einschlussen, die aber keinen 
fibrillaren Charakter besitzen (Masliah et al. f 2000). Demge- 
genuber zeigen transgene Fliegen, die a- Synuclein panneuronal 
exprimieren, fibrillare, den Lewy bodies ahnliche Einschlusse, 
den Verlust von dopaminergen Neuronen und eine Beeintrachti- 
gung von Bewegungsfunktionen (Feany and Bender, 2000) . Dabei 
ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen der 
Expression der einzelnen Formen des a-Synuclein (wt, A53T, 
A30P) . 

Zusammenfassung der Erfindung 

Gegenuber den bereits ver6f f entlichten Tierraodellen fur Morbus 
Parkinson besteht der Vorteil eines Nematodenmodells, insbe- 
sondere des C. elegans-Modells, vor allem in der Eignung fur 
ein Hochdurchsatzverfahren (HTS) (High-Throughput -Screening) , 
der MSglichkeit einer schnelleren genetischen Analyse durch 
geringere Generationszeit (2-3 Tage, gegenuber Wochen bei Dro- 
sophila) und detaillierterera Wissen uber molekulare und funk- 
tionelle Eigenschaf ten des Nervensystems in C. elegans. 
Da C. elegans in Mikrotiterplatten gehalten werden kann, k6n- 
nen mit diesem Testsystem 10.000 und raehr Substanzen in kurzer 
Zeit per HTS am lebenden Wurm ausgetestet werden. 

Die fortschreitende Sequenzierung verschiedener Genome hat 
gezeigt, da£ fux viele Humangene homologe Gene in anderen 
Organisraen existieren. Mehr als zwei Drittel aller biBher 
bekannten kranheitsassoziierten Gene des Menschen konnten auch 
im C. elegans-Genom nachgewiesen werden. Eine funktionale Aus- 
tauschbarkeit dieser Gene wurde experimentell in mehreren Fal- 
len gezeigt. Diese Gemeinsamkeiten zeigen die essentielle 
Funktion dieser Gene fur grundlegende biologische Prozesse an. 
Sie ermoglichen die Etablierung dieser Modellsysteme zur 
Untersuchung von humanen Genfunktionen, zur Identif izierung 
von neuen Zielgenen und zur Bntwicklung von Medikamenten. 
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Die vorliegende Anmeldung beschreibt unter anderem ein bislang 
nicht bekanntes, aus C. elegans stammendes Parkin kodierendes 
Gen {Fig. 3; SEQ ID NO:l) sowie des sen Genprodukt (SEQ ID 
NO:2) # da9 durch Sequenzanalyse und Sequenzvergleich von C. 
ele#ans-DNA-Sequenzen mit der bekannten Sequenz des humanen 
Parkingens mit bioinformatischen Methoden aufgefunden werden 
konnte . 

In Kenntnis dieses neuen Gens und mithilfe weiterer mit der 
Parkinsonschen Erkrankung bekannterweise in Zusammenhang ste- 
hender Gene wie z.B. dem a-Synucleingen konnte ein Nematoden- 
modell entwickelt werden, mit dem neurodegenerative Erkrankun- 
gen auf genetischem Wege analysiert werden k6nnen, was zur 
gezielten Entwicklung neuartiger Arzneimittel zur Pravention 
und/oder Behandlung von derartigen Erkrankungen und insbeson- 
dere zur Pravention und/oder Behandlung der Parkinsonschen 
Erkrankung sowie zur Identif izierung potentieller weiterer, 
derartige Erkrankungen, und insbesondere die Parkinsonsche 
Erkrankung auslosender Gene dient. 

Im Anschlufi an die Identif izierung des Parkingens aus C. ele- 
gans wurden im Labor des Anmelders C. elegans- Stamme isoliert 
(siehe Experimenteller Teil), in denen das C elegans- Parkin - 
gen ganz oder teilweise deletiert ist (sogenannte Parkin- 
Knock-out -Mutanten) . Diese Stamme wiesen im Vergleich zum 
Wildtyp einen veranderten Phanotyp auf. 

Dieser Ph&notyp wurde verschiedenen Komplementierungsexperi- 
menten unterzogen. Dabei wurden einerseits ein Teil des Cosmi- 
des, welches das C. elegans-Parkingen und dessen Promotor ent- 
halt, und andererseits das humane Parkingen in den C. elegans 
Parkin-Knock-out-Stamm eingesetzt, urn den Phanotyp des inakti- 
vierten C. elegans- Parkingens zu kompensieren. Mit diesen 
Experimenten wurde einerseits belegt, daS es sich beim Phano- 
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typ tatsachlich urn die Folgeerscheinung der Inaktivierung des 
C. elegans-Parkingens handelt und andererseits die funktio- 
nelle Austauschbarkeit zwischen C. elegans-Gen und huraanera 
krankheitsassoziierten Gen gegeben ist. 

Da beim Menschen Mutationen in und Deletionen von ganz unter- 
schiedlichen Bereichen des Parkingens zu erblichem Morbus Par- 
kinson fuhren, kann man annehnien, dafc es sich bei der Auspr&- 
gung der Erkrankung urn einen Funktionsverlust des JParkin-Gen- 
produkts handeln mu£. Wir haben deshalb die C. elegans Parkin- 
Knock-out- St &mme als Modellsysteme zura Testen von pharmakolo- 
giSch wirksamen Substanzen entwickelt. Pharmakologisch wirk- 
same Substanzen sind dabei solche, die den Ph&notyp supprimie- 
ren r d.h. es konnen also Substanzen identif iziert werden, die 
den PhSnotyp unterdrucken (indem diese z.B. die Beweglichkeit 
des Wurroes verbessern) . 

Nicht immer l&St sich das krankheitsrelevante Genprodukt 
selbst als therapeutische Zielstruktur far die Medikamenten- 
entwicklung nutzen. Dann bietet es sich in einem in vivo- 
Modell an, den zugehdrigen Stof fwechselweg und die involvier- 
ten Genprodukt e auf ihre Eignung als Zielstruktur zu untersu- 
chen. Die zuvor erwahnten C. elegans Parkin- knock -out -Wurrn- 
stamrne eignen sich auch hervorragend zur Identifizierung von 
neuen Genen, die im Stof fwechselweg von Parkin involviert 
sind. Die Knock-out -Wurmst&mme werden dabei einer Mutagenese 
unterzogen und Tiere, die keinen ver&nderten PhAnotyp mehr 
aufweisen, sich also wieder normal bewegen, werden herausse- 
lektioniert. Diese werden dann einer genetischen Kartierung 
unterzogen, urn das Gen zu identif izieren, welches mutiert zur 
Supprimierung des Parkin-knock-out- Phanotyps fuhrt. Dieses 
Zielgen ist dann unter UmstSnden wieder fur eine Medikamenten- 
entwicklung geeignet. 
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Neben dem auf dem Parkingen basierenden Modell wurde ebenfalls 
ein transgenes Nematodenmodell entwickelt, bei dem ein humanes 
a-Synucleingen in C. elegans unter der Kontrolle spezifischer 
C. eJegans-Promotoren exprimiert wird. Auch dieses Modell 
reproduziert wichtige Merkmale der Parkinsonschen Erkrankung 
und.kann somit ebenfalls als Werkzeug zur Entwicklung neuarti- 
ger Pharmaka zur Behandlung dieser Brkrankung verwendet wer- 
den. 

Die Expression des humanen a-Synucleingens bzw. von Derivaten 
des humanen a-Synucleingens, insbesondere von Mutanten, die im 
Meiischen erbliche Formen der Parkinsonschen Erkrankung ausia- 
sen, wie z.B. der a-Synucl ein- Mut ante A53T mit einem Austausch 
der Aminos&ure Alanin an Position 53 zu Threonin, in C. ele- 
gans-Tieren fuhrte z.B. zu einer morphologischen Ver&nderung 
im Kopf (anteriores Drittel des K6rpers)- und/oder Schwanzbe- 
reich bzw. in/an der Vulva (posteriores Drittel des K6rpers) 
der Tiere, die durch eine Schwellung (Zunahme des Durchmessers 
der Tiere) aufgrund von Funktionsunf ahigkeit oder -reduzierung 
der Aktivitit von Muskeln und Neuronen gekennzeichnet ist. 
Durch die Expression von a-Synuclein bzw. seinen Derivaten in 
C. elegans wird vermutlich die Funktion von Genen, insbeson- 
dere solchen, die in Muskeln und Neuronen exprimiert werden, 
modifiziert. 

Gegenstand der Erf indung ist somit unter einem ersten Aspekt 
ein Nematode, der eine aberrante oder fehlende Expression 
eines mit der Parkinsonschen Erkrankung in Zusammenhang ste- 
henden Gens, insbesondere eines Parkin- und/oder a-Synuclein- 
gens aufweist. Dieser- Nematode kann als Model lorganismus far 
neurodegenerative Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaque§hnliche Ablagerungen im Nervensystem (Amyloido- 
sen) auftreten, und insbesondere fur die Parkinsonsche Erkran- 
kung verwendet werden. 
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Die aberrante oder fehlende Expression kann dabei beispiels- 
weise das aus C. elegans stammende Parkingen, das humane Par- 
kingen oder irgendein homologes Parkingen aus einem anderen 
Organismus oder ein a-Synucleingen aus einem beliebigen Orga- 
nisraus wie z.B. ein humanes a-Synucleingen betreffen. 

Insbesondere kann die aberrante oder fehlende Expression des 
Parkingens durch eine vollstandige oder teilweise Deletion 
die'ses Gens oder durch eine zeitweilige Inaktivierung dieses 
Gens z.B. durch die ira Stand der Technik bekannte RNA interfe- 
rence (RNAi) -Technik verursacht werden. 

Unter einem besonderen Aspekt weist der Nematode der Erf indung 
einen mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des Par- 
kin- und/oder a-Synucleingens assoziierten Phanotyp auf . 

Der Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpres- 
sion des Parkingens assoziiert 1st, kann beispielsweise ein 
Chemotaxisdefekt, ein Eiablagedef ekt , eine verlangsamte Ent- 
wicklungsdauer, eine verringerte Anzahl an Nachkommen, Koordi- 
nationsprobleme, ein Defakationsdefekt, eine verlangsamte 
Fortbewegung oder eine verkurzte Kdrperlange sein. 

Der Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpres- 
sion des a-Synucleingens assoziiert ist, kann beispielsweise 
ein Eiablagedef ekt, ein Defekt bei der Vulvaformation, Ablage- 
rungen von a-Synuclein, eine verlangsamte Entwicklungsdauer 
oder eine verringerte Anzahl an Nachkommen sein. 

Die verschiedenen Phanotypen werden im experimentellen Teil 
noch naher beschrieben. 

Des weiteren umfafct die Erfindung die Verwendung eines Nemato- 
den der Erfindung als Model lorganismus, insbesondere 
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zur Untersuchung der Mechanismen der Krankheitsentstehung, 
des Krankheitsverlauf9 und/oder der Propagation von neuro- 
degenerativen Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auf tret en, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung, 

zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Arznei- 
mitteln und Genen zur Prevention oder Behandlung von neu- 
• rodegenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auf treten, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung sowie 

zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von 
Wirkstoffen und Genen,. die in der Lage sind, die Wirkung 
von Arzneimitteln, die zur Prevention Oder Behandlung von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auftreten, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung eingesetzt werden, zu modif izieren. 

Unter weiteren Aspekten umfaSt die Erfindung Verfahren zur 
Untersuchung einer Substanz oder eines Gens hinsichtlich der 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von derar- 
tigen Erkrankungen sowie Verfahren zur Untersucfiung einer Sub- 
stanz oder eines Gens hinsichtlich einer Bignung, die Wirkung 
eines Arzneimittels bei der Behandlung und/oder Prevention von 
derartigen Erkrankungen zu modif izieren, bei welchen die Nema- 
toden der Erfindung Verwendung finden. 

AuSerdem erstreckt sich die Erfindung auch auf die durch die 
erf indungsgemafcen Verfahren identif izierten Substanzen und 
Gene, die zur Herstellung von Arzneimitteln zur Prevention 
und/oder Behandlung von derartigen Erkrankungen, sowie als 
Leitsubstanz bzw. Leitgen zur Entwicklung von davon abgeleite- 
ten Substanzen bzw. Genen mit Wirksamkeit bei der Behandlung 
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und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen Oder von Sub- 
stanzen bzw. Genen mit einer Eignung, die Wirkung eines Arz- 
neimittels bei der Behandlung und/oder Pr&vention von derarti- 
gen Erkrankungen zu modif izieren, verwendet werden k6nnen. 

Die, Entwicklung neuartiger Arzneimittel zur Behandlung der 
Parkinsonschen Erkrankung oder anderer neurodegenerativer 
Erkrankungen, einschlieSlich solcher, die durch die Ablagerung 
von Proteinaggregaten im Nervensystem gekennzeichnet sind und 
insbesondere von einer solchen ausgel6st Oder verst&rkt wer- 
den, kann dabei gleichfalls die Untersuchung von Protein-ver- 
mittelten Wechselwirkungen oder die Untersuchung von Faktoren, 
die durch diese Wechselwirkung betroffen werden, umfassen. 

Ein Arzneimittel zur Behandlung derartiger Erkrankungen soil 
dabei insbesondere zum Heilen der Krankheit, zur Linderung 
einzelner, mehrerer Oder aller Symptome der Erkrankung oder 
zur Verzdgerung ihres Verlaufs geeignet sein. 

Eine preventive Behandlung kann auf einen vollstandigen Schutz 
vor Ausbruch der Krankheit oder lediglich eine Verz6gerung des 
Krankheit sausbruchs abzielen. 

Schliefilich betrifft die Erfindung ein isolierteB Nukleinsau- 
remolekul, das f\lr das Parkingen aus C, elegans kodiert, Homo- 
loge und Fragmente von diesem, sowie ein Polypeptid oder Pro- 
tein, das von einem solchen Nukleins^urenaolekul kodiert wird. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Spezieller beruht die Erfindung auf der Erkenntnis, daS 
Gene der Parkin-Genf amilie und Gene der a-Synuclein-Genfamilie 
biocheraisch oder genetisch mit der Entstehung, Propagierung 
oder VerstSrkung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schliefilich jenen, bei denen plaque&hnliche Ablagerungen im 
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Nervensystem auftreten (Amyloidoaen) , d.h. Bolchen, die durch 
die Ablagerung von Proteinaggregaten im Nervensytem auagel69t 
oder verst§rkt werden r und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung in Zusammenhang stehen. 

Dementsprechend ist die Erfindung insbesondere auf Nematoden 
zur Verwendung alB Model lorganismen fur neurodegenerative 
Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei denen plaqueaJinliche 
Ablagerungen im Nervensystem auftreten, gerichtet, die eine 
aberrante Oder fehlende Expression eines Parkingens und/oder 
eines a-Synucleingens aufweisen. 

Die hier in Frage kommenden Gene umfassen aber auch homologe 
Gene aus anderen Organismen. So ergab ein Seguen2vergleich 
ausgehend von dem C. elegrans-Parkingen beispielsweise homologe 
Gene in den folgenden Organismen: 

D. melanogaster: Parkin (27% identisch, 38% dhnlich) 

H. sapiens: PARK2 (Parkin) (27% identisch, 36% ahnlich) 

M. .musculus: Parkin (25% identisch, 36% ahnlich) 

Diese genannten Gene kfinnen somit ebenfalls in den Modellorga- 
nismus eingeftthrt werden. 

Unter einer aberranten Genexpression versteht man in Zusammen- 
hang mit der Erfindung insbesondere zumindest eine der folgen- 
den: 

eine verst&rkte Genexpression, die zur Erzeugung einer 
gegenuber dem Wildtyp-Gen erhShten Menge von Transkripti- 
ons- und/oder Trans la tionsprodukt des betreffenden Gens 
fOhrt, 

eine verringerte Genexpression, die zur Erzeugung einer 
gegenuber dem Wildtyp-Gen verringerten Menge von 
Transkriptions- und/oder Translationsprodukt des betref- 
fenden Gens fuhrt, 
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eine Expression eines mutierten Gens und/oder 

eine Expression eines zu dem Organismus homologen oder 

heterologen Gens. 

Die Begriffe „ aberrance oder fehlende Expression* sind in die- 
sem. Zusammenhang stets im Verhaltnis zu einem genetisch 
ansonsten entsprechenden, d.h. identischen Organismus, der 
jedoch bezQglich dieser Expression Wildtyp-Charakter aufweist, 
zu 'verstehen. Bei dem zum Vergleich herangezogenen Bezugsorga- 
nismus kann es sich somit z.B. urn einen in der Natur vorkom- 
menden reinen Wildtyp-Organismus, um einen Organismus aus 
eirier durch herkommliche Ztichtungsverfahren, wie z.B. durch 
Kreuzung, erhaltenen Linie oder auch um einen bereits gentech- 
nologisch modif izierten, d.h, bezdglich andersartiger Gene 
transgenen Organismus, der gegebenenfalls zus&tzlich Kreuzun- 
gen unterworfen worden sein kann, handeln. Entscheidend ist 
lediglich, daS der Bezugs- oder Ausgangsorganismus bezCglich 
der hier relevanten Genexpression Wildtyp-Charakter aufweist. 

Das im Rahmen der Erfindung aberrant zu exprimierende Gen kann 
ein zu dem Zielorganismus homologes oder heterologes Gen sein 
oder von einem zu dem Zielorganismus homologen oder heterolo- 
gen Gen durch Mutation abgeleitet sein. 

Das aberrant zu exprimierende Gen kann in dem Zielorganismus 

vollst£ndig, d.h. rait alien zugeh6rigen regulativen Berei- 
chen zusitzlich zu dem oder den kodierenden Bereich(en) , 
mit nur einem Teil der regulativen Bereiche zus^tzlich zu 
dem oder den kodierenden Bereich(en) oder 
lediglich in Form der kodierenden Bereiche, d.h. in 
Kombination mit zu dem Gen heterologen regulativen Berei- 
chen, 

vorliegen. 
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Die kodierenden Bereiche kdnnen dabei die Geaamtheit der 
kodierenden Bereiche des relevanten Gens oder Teile von die- 
sen, die aber zumindest die fflr die in Zusammenhang mit den 
genannten Erkrankungen essentielle Funktionalit&t des Gens 
bzw. Genprodukts sicherstellen, darstellen. Die kodierenden 
Bereiche kSnnen auch in Form eines fusionierten Gens, d.h. 
fusioniert an ein andersartiges Protein, z.B. ein Markerpro- 
tein, kodierende Bereiche, vorliegen. 

So kann die aberrante Genexpression im Rahmen der Erfindung 
die Expression eines nativen, jedoch zu dem Zielorganismus 
heterologen Gens darstellen oder umfassen. 

Eine verst&rkte oder verringerte Genexpression wird in der 
Regel auf Mutation (en) im Promotorbereich und/oder anderen 
regulativen Bereichen, z.B. Enhancer-Sequenzen, „matrix/scaf - 
fold attachment regions*, u.s.w., des betref fenden, zu dem 
Zielorganismus homologen oder heterologen Gens oder auf eine 
Kopplung der kodierenden Genbereiche mit einem st&rkeren bzw. 
schw&cheren, zu den kodierenden Genbereichen heterologen Pro- 
motor zurtickzufilhren sein. Eine verst&rkte Genexpression kann 
auch durch zusStzlichen geeigneten Einbau von Expressionsver- 
st&rkungselementen, wie Enhancer-Sequenzen und „matrix/scaf - 
fold attachment regions*, in die aberrant zu expriraierenden 
Gene bewirkt werden. 

Im Falle der Expression eines rautierten Genprodukts liegt oder 
liegen - gegebenenfalls zus&tzlich zu Mutationen in regulati- 
ven Bereichen - eine oder mehrere Mutation (en) im kodierenden 
Bereich des zu* dem Zielorganismus homologen oder heterologen 
Gens vor, die zu einer Anderung der Aminos&uresequenz des 
translatierten Genprodukts im Vergleich zu der AminosSurese- 
quenz des nativen Genprodukts fCihren. 
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Bin gleichzeitiges Vorliegen von Mutationen in die Genexpres- 
sion regulierenden Bereichen und kodierenden Bereichen soil in 
diesem Zusammenhang selbstverstekndlich mit umfafit sein. Auf 
diese Weise kann beispielsweise eine Oberexpression eines 
mutierten Proteins in einem Zielorganisraus realisiert werden. 

Die aberrante Genexpression kann dabei je nach Einzelfall 
gegebenenfalls die Deletion eines oder mehrerer nativer Gene 
des Zielorganismus mit umfassen. Beispielsweise konnte es bei 
Expression eines nativen oder mutierten heterologen Gens in 
dem Zielorganismus in EinzelfSllen hilfreich sein, das homo- 
lo£e Gen gleicher Funktion in dem Zielorganismus zu deletie- 
ren. Gleiches kdnnte in Einzelf alien bei der Expression eines 
mutierten homologen Gens in einem Zielorganismus sinnvoll 
sein. 

Des weiteren kann es gegebenenfalls bevorzugt sein, die aber- 
rante Genexpression gewebespezif isch zu steuern. Hierzu werden 
die aberrant zu exprimierenden Gene in der Regel an Promotor- 
sequenzen angefugt, die eine gewebe- oder zellspezif ische 
Expression, beispielsweise im Nervensystem, insbesondere in 
Neuronen oder speziellen Neuronenzelltypen, erlauben. Es sind 
jedoch auch gewebespezif isch wirksame Enhancersequenzen 
bekannt, die bei geeignetem Einbau in ein zu expriraierendes 
Gen eine gewebespezif ische Erhflhung der Expression bewirken 
k6nnen. Derartige gewebe- bzw. zellspezif ische Promotoren und 
Enhancer sind den Pachleuten bekannt (siehe z.B. Baumeister et 
al«, 1996; Way & Chalfie, 1989; und Hobert et al. t 1997). 

Zus&tzlich oder alternativ kann durch Kopplung des relevanten 
Gens mit einem induzierbaren Promotor eine durch chemische 
Stimuli oder physikalische Stimuli (z.B. Temperatur) induzier- 
bare Expression- des relevanten Gens in einem Zielorganismus 
realisiert werden. Hier ist auch der Einsatz entwicklungsspe- 
zifischer Promotoren denkbar. In beiden Fallen kann somit der 
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Beginn der Expression des relevanten Gens und damit insbeson- 
dere das Auftreten von mat dieser Genexpression in Verbindung 
stehenden PhAnotypen auf einen vom Benutzer f rei w&hlbaren 
(induzierbarer Promotor) bzw. durch die Wahl des (entwick- 
lungsspezif ischen) Promotors steuerbaren Zeitpunkt festgelegt 
werflen. Es ist in diesen Fallen dementsprechend mfcglich, die 
Bntwicklung des Zielorganismus zun&chst eine gewisse Zeit 
unbeeinflufit von der Expression des relevanten Gens ablaufen 
zu -lassen. 

Die aberrante Genexpression wird oftmals die Einschleusung des 
aberrant zu exprimierenden Gens in Form eines Transgens, das 
wie erl&utert, zu detn Zielorganismus homolog oder heterolog 
sein kann, mittels eines das Transgen umfassenden Konetrukts 
in Zellen des Zielorganismus umfassen. Im Falle eines zu dem 
Zielorganismus homologen Transgens liegt das Transgen nach dem 
Einschleusen in einer andersartigen genetischen Umgebung vor 
als das entsprechende, natilrlicherweise in dem Zielorganismus 
enthaltene Gen. Dabei kann das Transgen nach der Einschleusung 
in die Zellen extrachromosomal in diesen letzteren vorliegen 
und ausgehend von dieser extrachromosomalen Anordnung expri- 
miert werden. Alternativ wird das Transgen nach dem Einschleu- 
sen in die Zelle in das Genom der Zelle integriert und wird 
als solches expritniert . 

Fur die Transformation oder Transfektion von Organismenzellen 
mit Konstrukten, die die relevanten Transgene enthalten, und 
allgemeiner ftir die Herstellung der erf indungsgemSfien Organis- 
men stehen dem Fachmann eine groSe Vielzahl von insbesondere 
speziell auf die verwendeten Organismenzellen abgestimmten 
Standardtechniken zur Verffcgung. Protokolle zu diesen Stan- 
dardtechniken sind in der Literatur leicht aufzufinden, so daS 
von weiteren Ausftthrungen in diesem Zusammenhang abgesehen 
wird. 
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Beispielswei9e kann ein Verfahren zur Erzeugung eines als 
Modellorganismus eingesetzten erf indungsgemafien Nematoden 
umfassen, in einen hermaphroditischen Nematoden ein exprimier- 
bares Konstrukt, das ein gewilnschtes Transgen oder eine 
gewunschte Nukleinsauresequenz enthalt, einzuschleusen. Dies 
kann beispielsweise durch Mikroinjektion erfolgen. Nach dem 
Schlupf en von Nachkommen aus Biern des Nematoden lafct man 
diese sich entwickeln, wonach man mindestena einen Nachkommen 
identif iziert, der das gewunschte Transgen bzw. die gewunschte 
Nukleinsaure unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen, 
die eine - gegebenenf alls gewebe- oder zellspezif ische - 
Expression erlauben, enthalt. FOr diese Identif izierung kann 
das fOr die Transfektion verwendete exprimierbare Konstrukt 
zusatzlich ein Markergen enthalten, das ein leicht nachweisba- 
res Markerprotein, ggf . als Fusionsprotein, kodiert. 

Der so identif izierte Nematoden-Nachkomme kann dann, sofern 
gewunscht oder erf orderlich, gegebenenf alls einem weiteren 
zachtungsverfahren, z.B. einer Kreuzung mit anderen Nematoden, 
die beispielsweise weitere interessante Transgene exprimieren, 
unterworfen werden, urn Linien, die diverse gewunschte Eigen- 
schaften zusatzlich zu der vorstehend erlauterten aberranten 
oder fehlenden Genexpression aufweisen, zu produzieren. 

Wird bei einem erf indungsgemaSen Organismus eine fehlende 
Expression eines nativen Gens angestrebt, so stehen auch hier- 
fxlr mehrere M6glichkeiten, wie beispielsweise eine zielgerich- 
tete „ knock- out * -Mutation, die im experimentellen Teil aus- 
ftihrlicher dargestellt wird, oder der Einsatz einer spezifi- 
schen „antisense w - oder „ sense ■ -Strategic sowie einer geziel- 
ten Mutagenese, zur Verfilgung. 

Eine weitere Mdglichkeit, ein Gen zu inaktivieren f ist die 
Anwendung der RNA interf erence-Technik, welche bei C. elegrans 
vor ca. zwei Jahren etabliert wurde. Dabei wird doppelstran- 
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gige RNA des zu analysierenden Gens in den Wurm eingebracht. 
Diese RNA wird of f ensichtlich in kleinere Fragmente geschnit- 
ten und kann sich daraufhin im gesamten Tier verteilen. Die 
RNA- Fragmente interagieren in jeder Zelle mit der entsprechen- 
den messenger-RNA, was einen spezifischen Abbau des 
Transkripts zur Folge hat (Zamore et al., 2000). Dieses Vorge- 
hen fiihrt zu einer loss-of -function-Mutation mit einem Ph£no- 
typ, der dem einer Deletion diese9 Gens fiber den Zeitraum 
einer Generation sehr nahe kommt. 

Es gibt zwei verschiedene Moglichkeiten die doppelstrangige 
RNA in den Wurm zu transf erieren. Die erste MSglichkeit 
besteht in einer Mikroinjektion, wobei man die einzelstr&ngige 
RNA durch in-vi tro-Transkription herstellt. Anschliefiend wer- 
den sense- und antisense-RNA miteinander hybridisiert und es 
entsteht die doppelstrangige Form. Diese wird einmalig in den 
Wurm injiziert und die Fl-Nachkommen des Tieres werden analy- 
siert . 

Die zweite Mdglichkeit besteht in einer Ffltterung, wobei die 
RNA in einem geeignetem Bakterien-Stamm in vivo synthetisiert 
wird. Durch Wachstum der Warmer auf diesen Futter-Bakterien 
gelangt die RNA aus dem Intestinaltrakt in die rest lichen Zel- 
len, was zu dem oben bereitB beschriebenen Abbau- der entspre- 
chenden mRNA fiihrt. Der Vorteil dieses Ansatzes ist, dafi es zu 
einer kontinuierlichen Zufuhr von RNA kommt und daher die 
interferierende Wirkung langer anh&lt. 

In einer besonderen Aus fOhrungs form der Brfindung liegt in 
einem erf indungsgen&Sen Organismus eine aberrante Expression 
von mehr als einem der vorstehend genannten Gene vor. DarOber 
hinaus kann der Organismus auch ein Parkingen oder ein dazu 
homologes Gen als Transgen und/oder ein a-Synucleingen oder 
ein dazu homologes Gen als Transgen exprimieren. 
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Die erf indungsgemafien Organismen sind Nematoden, insbesondere 
Nematoden der Gattung Caenorhabditis, beispielsweise C. ele- 
gans, C. vulgaris oder C. briggsae. 

Alle itn Rahmen dieser Anmeldung definierten transgenen Tiere 
konnen als Mode 11 organ ismus fur neurodegenerative Erkrankun- 
gen, bei denen insbesondere die Mitglieder der a-Synuclein-Gen- 
familie und/oder die Gene der Parkin-Genf amilie beteiligt 
sind, und insbesondere fur die gezielte Entwicklung von neuar- 
tigen Medikamenten zur Prevention und/oder Behandlung von der- 
artigen Erkrankungen verwendet werden. 

Dabei kann mit Arzneimittelkandidatensubstanzen, insbesondere 
mit kleinen Molekulen, getestet werden, ob der im jeweiligen 
Einzelfall beobachtete Phanotyp durch die Einwirkung derarti- 
ger Substanzen reduziert oder verstarkt wird. Aus diesem Grund 
eignen sich die transgenen Tiere, insbesondere C. elegans, und 
beispielsweise jene, die a-Synuclein exprimieren, zum Testen 
neuartiger pharmakologischer Wirkstoffe. 

Insbesondere fur die Identif iziemng und Charakterisierung von 
Arzneimitteln und Wirkstof fen weist die Verwendung von Nemato- 
den zahlreiche Vorteile auf . Erf indungsgen&fie Nematoden zeigen 
insbesondere Symptome, die in ganz entsprechender Weise bei 
menschlichen Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen im 
Nervensystem auf treten, und insbesondere solche mit der Par- 
kinsonschen Erkrankung zu beobachten sind. Dabei sind in Nema- 
toden diese Symptome leicht und ohne grofien Aufwand sowie 
bereits kurze Zeit nach dem Schlupfen der Nematoden, z.B. 
bereits wenige Tage nach dem Schlupfen, zu beobachten oder zu 
bestimmen. Daruber hinaus weisen Nematoden im Vergleich zu 
anderen Organismen kurze Generationszeiten auf und es besteht 
die Mdglichkeit, grofie Zahlen von Tieren genetisch zu manipu- 
lieren und dement sprechend grofie Zahlen von transgenen Tieren 
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2u erzeugen. Es bestehen keine Probleme bei der Produktion 
grdfierer Zahlen von identischer transgener Nachkommenschaf t 
eines erf indungsgem&fcen Nematoden, so dafc auch fur HTS-Verfah- 
ren von groSen Zahlen von Arzneimittelkandidaten oder von gan- 
zen Substanzbibliotheken ausreichend Organismen bereitgestellt 
werden k6nnen. Derartige Substanzbibliotheken k6nnen Biblio- 
theken synthetisch erzeugter Substanzen oder solche von Natur- 
stoffen darstellen. 

Mit Nematoden kdnnen derartige Massenscreenings beispielsweise 
bequem in Mikrotiterplatten ausgefuhrt werden, wobei fur jede 
Arzneimittel- oder Wirkstof f kandidatenverbindung eine Vertie- 
fung oder im Falle von Parallelproben entsprechend mehrere 
Vertiefungen zur Verfugung gestellt werden konnen. 

In einem Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsicht- 
lich Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen kdnnen dement sprechend bei- 
spielsweise erfindungsgemafce Organismen der Substanz ausge- 
setzt und gegebenenf alls auftretende Ver§nderungen des Phano- 
typs, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des 
mindestens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
stehenden Gens, wie sie im Vorangehenden erlautert wurden, 
assoziiert ist, bestimmt werden. 

Dabei zeigt eine Abschwachung des beobachteten Phanotyps, eine 
Aufhebung des beobachteten Ph&notyps oder eine Verzdgerung der 
ohne Arzneimittelbehandlung ansonsten mit der Zeit beobachte- 
ten verschlechterung des beobachteten PhSnotyps eine Wirksam- 
keit der untersuchten Substanz als Arzneimittel bei der 
3ehandlung und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen an. 
Eine Verschlechterung des beobachteten Phanotyps uber das ohne 
Arzneimittelbehandlung beobachtete Mafi hinaus oder eine 
Beschleunigung der normalerweise ohne Arzneimittelbehandlung 
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beobachteten Verschlechterung zeigen eine Kontraindikation der 
untersuchten Substanz bei derartigen Erkrankungen an. 

Zur Sicherung der erhaltenen Ergebnisse wird steta die 
Beobachtung von Kontrollorganismen, die der zu untersuchenden 
Substanz nicht ausgesetzt sind, ainnvoll sein. Da in den Ziel- 
organismen in der Regel eine Verschlechterung des Phanotyps, 
d.h. der in Zusammenhang rait der aberranten oder fehlenden 
Genexpression des mindestens einen mit derartigen Erkrankungen 
in Verbindung stehenden Gens beobachteten Symptome, mit der 
Zeit zu beobachten sein wird, wird es bei vergleichenden 
Untersuchungen (vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen 
Arzneimittelkandidatensubscanzen, vergleichende Untersuchungen 
mit und ohne Arzneimittelkandidatensubstanz) in der Regel 
erforderlich sein, einander entsprechende Organismen gleichen 
Alters, z.B. zum gleichen Zeitpunkt geschlupfte Nematoden der 
gleichen Linie, einzusetzen. 

In einem Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsicht- 
lich einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen Erkran- 
kungen, einschliefilich jenen, bei denen plaqueShnliche Ablage- 
rungen im Nervensystem auftreten, zu modif izieren, k6nnen bei- 
spielsweise folgende Schritte auszufuhren sein:" 

einen erf indungsgemaSen Organismus dem Arzneimittel auszu- 
setzen und die aufgrund der Arzneimittelwirkung auftreten- 
den Veranderungen des Phanotyps, der mit der aberranten 
oder fehlenden Genexpression des mindestens einen mit der- 
artigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie 
im Vorangehenden erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestimmen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Organismus der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art dem Arzneimittel in Gegen- 
wart der Substanz auszusetzen und gegebenenf alls auftre- 
tenden Veranderungen des Phanotyps mit den aufgrund der 
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Arzneimittelwirkung allein auf tretenden Veranderungen des 
Ph&notyps, der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des mindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im Vorangehenden 
erl§utert wurden, assoziiert ist, zu vergleichen. 

Die Zugabe der zu untersuchenden Substanz kann vor, gleichzei- 
tig mit oder nach dem Zusatz des jeweils eingesetzten Arznei- 
mittels zu dem den erf indungsgemafcen Organismus enthaltenden 
Assaysystem erfolgen. Es kann auch eine gemeinsame Vorinkuba- 
tion von Substanz und Arzneimittel vor dem Zusatz zu dem 
Assaysystem vcrgenommen werden. 

Dabei zeigt eine in Gegenwart der Substanz verst&rkte Abschwa- 
chung des beobachteten Phanotyps, eine in Gegenwart der Sub- 
stanz neu auf tretende Aufhebung des beobachteten Phinotyps 
oder eine in Gegenwart der Substanz st&rkere zeitliche Verzd- 
gerung der in Gegenwart von Arzneimittel ohne Zusatz der Sub- 
stanz ansonsten beobachteten Veranderungen des beobachteten 
Phanotyps eine Wirksamkeit der untersuchten Substanz als Wir- 
kungsmodifizierungsmittel, das die Arzneimittelwirkung des in 
dem Assay eingesetzten Arzneimittels bei der Behandlung 
und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen verst^rkt, 
(= Agonistenwirkung) an. Eine in Gegenwart der- substanz beo- 
bachtete Verschlechterung des beobachteten Phanotyps im Ver- 
gleich zu dem in Gegenwart von Arzneimittel allein beobachte- 
ten Ph&notyp, eine vollstandige Aufhebung der Arzneimittelwir- 
kung oder eine geringere verzdgerung der normalerweise trotz 
Gegenwart des Arzneimittels beobachteten Verschlechterung zei- 
gen eine Kontraindikation (= Ant agonistenwirkung) der unter- 
suchten Substanz bei derartigen Erkrankungen an. 

Hinsichtlich der zu Vergleichszwecken einzusetzenden Bezugsor- 
ganismen, einschliefilich Organismen ohne Behandlung mit Arz- 
neimittel und Substanz sowie Organismen unter ausschlieSiicher 
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Behandlung mit der Substanz, d.h. ohne Arzneimittelbehandlung, 
gilt das in den vorangehenden Absatzen Gesagte entsprechend. 

Die mittels der erf indungsgemaSen Organismen und Verfahren 
erfolgende Identif izierung oder Charakterisierung von Arznei- 
mitteln und Modif izierungssubstanzen kann auch ausgehend von 
Substanzgemischen, z.B. Naturstof f extrakten, Fermentationsbru- 
hen, erfolgen, wobei zunachst das Substanzgemisch getestet und 
bei nachgewiesener Wirksamkeit eine Trennung oder Fraktionie- 
rung des Gemisches in EinzelsubBtanzen, gegebenenf alls 
schrittweise in Richtung imrr.er hoherer Reinheit, vorgenommen 
wird, um schlieSlich zu dem reinen Wirkstoff oder der reinen 
Modif izierungssubstanz zu gelangen. Im Verlauf der Trennung 
oder Fraktionierung wird dementsprechend in der Regel das 
erfindungsgemafie Verfahren entsprechend haufig wiederholt wer- 
den, um die den Wirkstoff oder die Modif izierungssubstanz 
jeweils enthaltende Fraktion zu identif izieren. 

Die vorgelegten Definitionen der erf indungsgemafcen Verfahren 
sollen somit auch Substanzen umfassen, die in Form eines Sub- 
stanzgemisches mit anderen Verbindungen vorliegen. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf Substanzen mit 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von neuro- 
degenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen 
plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, und 
Substanzen mit einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels 
bei der Behandlung und/oder Pravention von derartigen Erkran- 
kungen zu modif izieren, die mittels eines der soeben erlauter- 
ten erfindungsgemaSen Verfahren identif iziert worden sind. 
Unter Verwendung dieser Substanzen konnen verschiedene Arznei- 
mittel hergestellt werden. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf die Verwendung einer 
erfindungsgemaSen Substanz als Leitsubstanz zur Entwicklung , 
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von da von abgeleiteten Substanzen mit Wirkaamkeit bei der 
Behandlung und/oder Pravention von neurodegenerativen Erkran- 
kungen, einschlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablage- 
rungen im Nervenayatem auftreten, oder von Substanzen mit 
einer Eignung, die Wirkung eines Arzneiraittela bei der Behand- 
lung und/oder Pravention von derartigen Erkrankungen zu modi- 
f izieren. 

Die abgeleiteten Substanzen k6nnen ausgehend von einer ent- 
sprechenden Leitsubstanz durch eine oder mehrere der in dieaem 
Zusammenhang vom Fachman ttblicherweise eingeaetzten Methoden 
chemischer Derivatiaierung oder Ableitung erhalten worden 
sein. Nur beispielhaft sei im Falle einer in Form einer orga- 
nischen SSure vorliegenden Leitsubatanz eine Salzbildung, eine 
Veresterung, eine Veretherung oder eine Amidbildung genannt 
oder im Falle einer in Form einea Amine vorliegenden Leitaub- 
stanz eine Salzbildung mit einer organiachen oder anorgani- 
schen S&ure. An der Leitsubatanz vorliegende Hydroxylgruppen 
kfinnen beiapielaweiae zu Veretherungen oder anderaartigen 
ublichen Umsetzungen genutzt werden. Gleichfalla urafaSt aind 
jegliche Formen einer Bildung von Additionaverbindungen und 
Solvaten aowie von Subatitutionen, die an dem Grundgeruat 
einer Leitaubatanz, z.B. an einer darin enthalteiien' aromati- 
achen Ringatruktur, vorgenommen werden konnen. -Subatitutionen 
konnen beiapielsweiae von Waaseratof f atomen, Halogenatomen, 
Hydroxylgruppen, Amingruppen, Carbona&uregruppen oder Alkyl- 
gruppen bzw. gegen derartige Gruppen bzw. Atome vorgenommen 
werden. 

Unter einem weiteren Aapekt betrifft die Erfindung ferner die 

Verwendung der erf indungsgem&Sen Organiamen 

zur Identif izierung und/oder Charakteriaierung von weite- 
ren Genen, die in Zusammenhang mit den Mechanismen der 
Krankheitsentstehung, des Krankheitsverlauf a und/oder der 
Propagation von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
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schliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung, stehen; 

zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutierten oder unmutiertem Zustand zur Prevention 
oder Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung wirksam sind sowie 

zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutierten oder unmutiertem Zustand in der Lage 
sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder Genen, die 
zur Prevention oder Behandlung von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen plaqueahnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, zu modi- 
f izieren. 

Analog zur Suche nach Arzneimitteln, die einen bestimmten mit 
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Parkinsonschen 
Erkrankung, assoziierten Ph&notyp unterdrucken fczw. verst&r- 
ken, konnen die erf indungsgem&fien Nematoden, z.B. C. elegans, 
auch dazu benutzt werden, urn weitere Gene zu identif izieren, 
die dieselbe Funktion haben. Dazu wird ein erf indungsgema&er 
transgener Stamm oder eine Mutante in einem der vorstehend 
erlSuterten Kandidatengene verwendet. In einem ncLchsten 
Schritt wird der Ph&notyp, ausgeldst durch das Transgen oder 
die Mutation, durch zusatzliche Mutation (en) in anderen Genen 
manipuliert. Dies erfolgt in der Regel durch ungerichtete 
Mutagenese, beispielsweise durch Einsatz mutagenisierender 
Chemikalien (z.B. MMS, Methylmethansulf onat ; EMS, Ethylmethan- 
sulfonat; NNG, N-Methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidin) oder 
Be3trahlung. 

Man kann auf diese Weise zus&tzliche Mutationen finden, die 
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den Phanotyp kompensieren oder verst&rken (Suppressor- bzw. 
Enhancer- /Vers tSrkermutanten) . Die betrof fenen Gene sind Kan- 
didaten f\lr weitere Gene im selben Signalweg oder Kandidaten 
fur Gene in parallelen Signalwegen. Jedes dieser so neu aufge- 
fundenen Gene stellt daher wieder ein Zielgen fiir eine pharma- 
kologische Intervention, z.B. far die Identif izierung oder 
Entwicklung von Arzneimitteln (z.B. mit Wirksamkeit gegenOber 
einem Genprodukt des fraglichen Gens) oder fur die Entwicklung 
von Gentherapeutika, dar. 

Dieser A9pekt stellt neben dem pharmakologischen einen der 
wicihtigsten Aspekte der erf indungsgem&Sen Tiermodelle und ins- 
besondere des C. elegrans-Tiermodells dar (Stichwort: ^pathway 
dissection", Identif izierung der genetischen Komponenten eines 
Signalwegs) . 

Dementsprechend umfafit die Erfindung auch ein Verfahren zur 
Identifizierung und/oder Charakterisierung von Genen, die in 
mutiertem oder unmutiertem Zustand zur Prdvention oder Behand- 
lung von neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich 
jenen, bei denen plaque^hnliche Ablagerungen im Nervensystem 
auftreten, insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung wirksam 
sind, welches die folgenden Schritte umfaSt, 

an erfindungsgem&Sen Organismen eine ungerichtete Mutage- 

nese vorzunehmen, 

an den aus der Mutagenese resultierenden Organismen 
gegebenenfalls feststellbare Ver&nderungen des Ph§notyps, 
der mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des 
mindestens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
stehenden Gens, wie sie im Vorangegangenen erlAutert wur- 
den, assoziiert ist, verglichen mit den fflr die ungerich- 
tete Mutagenese verwendeten Ausgangsorganismen zu bestim- 
men und 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fur die in 
dem vorangegangenen Schritt beobachteten VerSnderungen des 
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Phanotyps verantwortlich sind, zu identifizieren. 



Die Erf indung betrifft auch ein Verfahren zur Identif izierung 
und/oder Charakterisierung von Genen, die in mutiertem oder 
unmutiertem Zustand in der Lage sind, die Wirkung von Arznei- 
mitteln und/oder Genen, die zur Prevention Oder Behandlung von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nerven9ystem auftreten, 
insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, 
zu modif izieren, welches die Schritte umfaSt: 

an erfindungsgem&fcen Organismen eine ungerichtete Mutage- 
' nese vorzunehmen, 

aus den aus der Mutagene9e resultierenden Organismen Nach- 
kommen identischer Art zu erzeugen, 

an den jeweils identischen Nachkommen einen gegebenenfalls 
vorliegenden Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlen- 
den Genexpression des mindestens einen mit derartigen 
Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im 
Vorangegangenen erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestimmen, 

den in dem vorangegangenen Schritt an den Nachkommen 
bestimmten Phanotyp mit dem entsprechenden Phanotyp der 
erf indungsgem&fien Ausgangsorganismen zu vergleichen, 
an den jeweils identischen Nachkommen, die den gleichen 
Ph§notyp wie die Ausgangsorganismen zeigen, Veranderungen 
des Phanotyps, der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des mindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im Vorangegange- 
nen erlautert wurden, assoziiert ist, in Gegenwart des zu 
untersuchenden Arzneimittels oder bei Expression des zu 
untersuchenden Gens zu bestimmen, und 
die bestimmten Veranderungen des Phanotyps mit den 
Veranderungen des Phanotyps der Ausgangsorganismen in 
Gegenwart des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei 
Expression des zu untersuchenden Gens zu vergleichen, urn 
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gegebenenfalls auftretende Abweichungen der PhanotypverSn- 
derung f estzustellen, und 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fOr die in 
dem vcrangegangenen Schritt gegebenenfalls f eetgestellten 
Abweichungen der Phanotypveranderungen verantwortlich 
sind, zu identif izieren. 

Die Identif izierung der betreffenden Gene kann auf unter- 
schiedliche, den Fachleuten auf diesem Gebiet bekannte Weisen, 
beispielsweise durch Rekombinationsanalyse, erfolgen. Kann das 
gesuchte Gen auf eine begrenzte Zahl von Kandidatengenen ein- 
ge^renzt werden, kann beispielsweise auch eine gerichtete 
Mutation von entsprechenden Ausgangsorganismen durchgefuhrt 
werden und die daraus resultierenden Phanotypver3nderungen 
oder Phanotypveranderungsabweichungen bestimmt werden, um zu 
ermitteln, ob ein Kandidatengen nach Mutation tatsachlich fur 
die PhanotypverSnderungen oder Ph&notypver&nderungsabweichun- 
gen in Frage kommt. 

Zn diesem Zusatnmenhang kann beispielsweise auch eines der fol- 
genden Verfahren zura Einsatz kommen: 

(a) ein Verfahren zur Untersuchung eines Gens hinsichtlich 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, 
bei denen plaque&hnliche Ablagerungen ira Nervensystem 
auftreten, welches umfaSt, in einem erf indungsgem&Sen 
Organismus das mutierte oder unmutierte Gen zu exprimie- 
ren und VerSnderungen des Phanotyps, der mit der aberran- 
ten oder fehlenden Genexpression des rnindestens einen mit 
derartigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie 
sie im Vorangegangenen erl&utert wurden, assoziiert ist, 
zu bestimmen, oder 
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(b) ein Verfahren zur Untersuchung einer Gens hinsichtlich 
einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen plaqueahn- 
liche Ablagerungen ira Nervensystem auftreten, zu modifi- 
zieren, wobei das Verfahren umfafit, 

einen erf indungsgemaBen Organismus dem Arzneimittel auszu- 
setzen und die aufgrund der Arzneimittel wirkung auftreten- 
den Veranderungen des PhSnotyps, der mit der aberranten 
oder fehlenden Genexpression des mindestens einen mit der- 
artigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie 
im Vorangegangenen erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestimmen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Organismus der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art, in dem zusatzlich das zu 
untersuchende Gen exprimiert wird, dem Arzneimittel auszu- 
setzen und gegebenenfalls auftretenden Veranderungen des 
PhSnotyps mit den aufgrund der Arzneimittelwirkung allein 
auftretenden Veranderungen des PhSnotyps, der mit der 
aberranten oder fehlenden Genexpression des mindestens 
einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung stehenden 
Gens, wie sie im Vorangegangenen erlautert wurden, assozi- 
iert ist, zu vergleichen. 

Fur die Identif izierung von Arzneimitteln und Wirksubstanzen 
konnen anhand der neu identifizierten Gene entsprechende Orga- 
nismea mit aberranter oder fehlender Genexpression bezuglich 
jener neu identifizierten Gene erzeugt werden und Arzneimit- 
telkandidaten ganz entsprechend den vorstehenden Erl&uterungen 
untersucht werden. Alles, was im Vorangegangenen z.B. zu den 
erf indungsgem&Sen Organismen, zur Arzneimittelidentif izierung 
oder -untersuchung, zur Arzneimittelherstellung usw. gesagt 
wurde, gilt hier entsprechend. 



SchlieSlich umfaSt die Erfindung auch die Verwendung von dem 
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speziellen, aus C. elegans stammenden Parkingen, zur Herstel- 
lung eines Gentherapeutikums zur Prevention Oder Behandlung 
von neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei 
denen plaque&hnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, 
(Amyloidosen) und insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung. 
Derartige Gentherapeutika werden insbesondere dann zum Einsatz 
kommen, wenn bei einem Patienten oder einer Person, die noch 
keine Symptome einer derartigen Erkrankung zeigt, Defekte oder 
Mutationen in einem bestimmten der genannten Gene festgestellt 
wurden und diese Defekte bzw. Mutationen bekanntermafien mit 
dem Ausbruch, dem Verlauf oder der Starke derartiger Erkran- 
kungen und moglicherweise auch der Weitergabe derartiger 
Erkrankungen an Nachkommen in Verbindung stehen. 

Daruber hinaus betreffen weitere Aspekte der Erfindung iso- 
lierte Nukleinsauremolekule, insbesondere DNA-, aber auch z.3. 
RNA-Molekule, die ein Parkin aus C. elegans mit der in Fig. 3 
angegebenen Aminos&uresequenz kodieren, insbesondere jene, die 
eine in Pig. 3 angegebene NukleinsSuresequenz aufweisen. Von 
der Erfindung ebenfalls umfafit werden isolierte Nukleinsaure- 
molekule, der en Nukleotidsequenz mindestens 75%, insbesondere 
mindestens 80%, speziell mindestens 85%, bevorzugt mindestens 
90%, besonders bevorzugt mindestens 95% und am meisten bevor- 
zugt mindestens 98% Sequenzahnlichkeit zu den erw&hnten Nuk- 
leins&uremolekulen aufweisen, insbesondere solche, die unter 
stringenten Bedingungen mit den erwihnten Nukleinsauremoleku- 
len hybridisieren. Vorzugsweise erfolgt eine solche Hybridi- 
sierung unter niedrig stringenten Bedingungen, in einer weite- 
ren Aus fuhrungs form auch bei hochstringenten Bedingungen. Im 
Rahmen dieser Beschreibung wird unter niedrig stringenten 
Bedingungen eine Hybridisierung in 3 x SSC bei Rauratemperatur 
bis 65°C und unter hochstringenten Bedingungen eine Hybridi- 
sierung in 0,1 x SSC bei 68°C verstanden. SSC steht als Abkur- 
zung far einen 0,15 M Natriumchlorid, 0,015 M Trinatrium- 
citrat-Puf fer. 
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Die erf indungsgemafcen Nukleinsauremolekule mit Nukleinsaurese- 
quenzahnlichkeit zu der in Fig. 3 angegebenen Nukleinsiurese- 
quenz umfassen insbesondere auch allelische Varianten der 
angegebenen Nukleinsauresequenz. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf die Nukleinsauremolekule 
mit jeweils zu den oben erl&uterten Nukleinsaureseguenzen kom- 
plementarer Nukleinsauresequenz. 

Der Begriff „isoliertes Nukl e ins &uremole kill* bezieht sich im 
vofliegenden Zusammenhang auf Nukleinsauremolekule, die im 
wesentiichen gereinigt von der Hauptmenge der andersartigen 
Nukleins&uremolekiile aus den Ausgangs- bzw. Produzentenzellen 
vorliegen. Praparationen von erf indungsgemcifcen isolierten Nuk- 
leinsauremolekiilen konnen jedoch ohne weiteres weitere 
Bestandteile, wie Salze, Mediumsubstanzen oder auch restliche 
Bestandteile der Produzentenzellen, wie z.B. diverse Proteine, 
enthalten. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf Fragmente der vorstehend 
erlauterten Nukleinsauremolekule, insbesondere solche, die 
Nukleinsaureabschnitte enthalten, die fur die Funktion des 
Expressionsprodukts, d.h. Parkin, erf order liche "Aminos Sure se- 
quenzbereiche kodieren. Im letzteren Falle kann das Expressi- 
onsprodukt eines solchen Nukleins&uref ragments eine dem voll- 
standigen Parkinprotein Equivalent e Wirksamkeit/Aktivitat oder 
auch eine erhdhte oder geringere Wirksamkeit/Aktivit&t aufwei- 
sen; bevorzugt ist in jedem Falle, dafc das Expresaionsprodukt 
in der Lage ist, die von dem vollst&ndigen Parkinprotein aus- 
geiibte(n) wirkung(en) in irgendeinem Mafce noch auszuiiben. Des 
weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf solche Frag- 
mente, die beispielsweise als hochspezif ische Hybridisierungs- 
sonden, PCR- oder Sequenzierungsprimer oder auch als „anti- 
sense*- oder „ sense "-Nukleotide zum spezifischen ^homology- 
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dependent gene silencing" des Parkingens eingesetzt werden 
konnen. Derartige Fragmente werden je nach Verwendungszweck 
mindestens 15, haufig jedoch 25 und mehr Nukleotide umfassen. 
Fur derartige Verwendungs2wecke kann ein erf indungsgem&fies 
Nukleinsauref ragment auch, sofern erforderlich, ein Oder meh- 
rere Markierungs- oder Nachweismolekul (e) , z.B. ein Digoxige- 
nin-Molekill oder ein Biotin-Molekul , aufweisen. 

Des weiteren umfaBt sind Konstrukte, Vektoren, Plasmide, Cos- 
mide, Bacmide, YACs, BACs, Virus- oder Phage nge nome , die eines 
der erlauterten isolierten Nukleins&uremolekule enthalten. 
Unter Konstrukten werden hier u.a. verstanden: 

Konstrukte, die erf indungsgemafce Nukleins&uremolekule bzw. 
-molekulfragmente uncer der Kontrolle eines Promotors ent- 
halten, 

Genkonstrukte, die erf indungsgemaSe Nukleins&uremolekule 
bzw. -molekulfragmente fusioniert an andersartige Gene 
bzw. Genabschnitte enthalten, 

Konstrukte, die z.B. fur eine Verwendung als PCR-Primer 
erf indungsgemafie Nukleinsauref ragmente erg&nzt urn zus^tz- 
liche Nukleotidsequenzabschnitte, die fur eine Klonierung 
(der aus der PCR-Amplif ikation resultierenden Produkte) 
geeignete Restriktikonsstellen bereitstellen, umfassen. 

Sin weiterer Aspekt betrifft die Polypeptide oder Proteine, 
die von den erlauterten Nukleins&uremolekulen kodiert werden, 
insbesondere ein Parkin aus C. elegans mit der in Fig. 3 ange- 
gebenen Aminos£uresequenz sowie davon durch Substitution, 
Modif izierung, Deletion, Insertion oder Hinzufugung von Aroino- 
sauren abgeleitete Polypeptide oder Proteine, die mindestens 
75%, insbesondere mindestens B0%, speziell mindestens 85%, 
bevorzugt mindestens 90%, besonders bevorzugt mindestens 95% 
und am meisten bevorzugt mindestens 98% Sequenzahnlichkeit zu 
den erwahnten Aminosauresequenzen aufweisen. Die Erfindung 
umfafct gleichfalls Fragmente der obigen explizit angegebenen 
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Polypeptide oder Proteine und insbesondere solche, die filr die 
Funktion des Parkinproteins aus C. elegans wesentliche Amino- 
sauresequenzabschnitte enthalten. In einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform der Erfindung aind dieae Fragmente in der Lage, die 
von dem vollstctndigen Parkinprotein ausgeubte(n) Wirkung(en) 
in irgendeinem Mafie noch auszmiben. Gleichfalls umfaSt sind 
Fusionsproteine, die erf indungsgemaSe Polypeptide, Proteine 
Oder Proteinf ragmente fusioniert an ein andersartiges Protein 
oder einen andersartigen Proteinabschnitt , z.B. ein Marker- 
oder Indikatorprotein, enthalten. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf transgene Organismen, 
insbesondere Mikroorganismen, z.B. Bakterien, Viren, Proto- 
zoen, Pilze und Hefen, Algen, Pflanzen oder Tiere, wie auch 
Telle, z.B. Zellen, und Vermehrungsmaterial, z.B. Samen, von 
solchen transgenen Organismen, die eine rekombinante Nuklein- 
sauresequenz - ggf . in ein Chromosom integriert oder auch 
extrachromosomal - umfassen, die ein erf indungsgem£Ses Nuk- 
leins&uremolekttl, wie es soeben erl&utert worden ist, als 
Transgen enthilt. Unter einem bevorzugten Aspekt werden die 
transgenen Organismen das von dem erwahnten Transgen kodierte, 
Polypeptid oder Protein, d.h. Parkin aus C. elegans oder ein 
da von abgeleitetes Polypeptid oder Protein, auch exprimieren. 

Besonders interessante Verwendungen des Parkingens aus C. ele- 
gans bzw. von Mutanten desselben wurden bereits in friiheren 
Abschnitten dieser Beschreibung erlSutert. 

KURZE ERLAUTERUNG DER FIGUREN 

Figur 1 : Struktur des C. elegans Parkin-Gens schematisch mit 
Exons und Introns und der Lokalisation der Deletionen der bei- 
den KO-Mutanten KOI und K02 (Lage: Parkingen: 308-2027; KOl- 
Deletion: 804-2550 und K02-Deletion: 382-1513). 
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Fiaur 2 : Plasmid pLGQ126, welches den C. elegans- Par kin- Promo- 
tor und das C. elegans Parkin-GFP-Fusionskonstrukt beinhaltet 
(SEQ ID NO: 3) (Promotor: 2-654; Parkingen: 655-2371; Exon 1: 
655-723; Exon 2: 769-914; Exon 3: 1005-1437; Exon 4: 1484- 
1574; Exon 5: 1854-2058; Exon 6: 2112-2186; Exon 7: 2233-2371; 
GFP : 2414-3133; 3'-UTR von unc-54: 3179-3923; und Ampicillin- 
Resisten2gen: 5249-4389) . 

Figur 3 : Aminosaure- und cDNA-Nukleins&uresequenz des 
kodierenden Bereichs von Parkin aus C. elegans (SEQ ID NO:l 
und 2); Abweichungen der Nukleins&uresequenz von der im Inter- 
net verfugbaren Sequenz (CAB04599.1, Bestimmung nichtexperi- 
mentell) sind durch GroSbuchstaben gekennzeichnet ; Bestimmung 
durch RNA- Isolation, cDNA-Herstellung und nachfolgende Sequen- 
zierung. 

Figur 4 : (a) Express ionsmuster von GFP unter der Kontrolle des 
C. elegans- Parkin- Promoters und (b) Expressionsmuster des C. 
elegans Parkin-GFP-Fusionskonstrukts (siehe pLG0126 in Fig. 2) 
unter der Kontrolle von 653 bp des C. el egans- Par kin -Promo tors 
in C. elegans <vgl. experiment el ler Teil 2.). Parkin-GFP wird 
in den allermeisten Neuronen exprimiert. Gezeigt in Fig. 4b 
sind Neuronen im Kopfbereich (A) und Schwanzbereich (D) mit 
den dazugehdrigen Nomarski-Aufnahmen (B und E) \ '"Parkin- GFP 
wird auch in den allermeisten Muskeln exprimiert. (C) in Fig. 
4b zeigt Muskelfasern in der Mitte des Wurms. 

Figur 5 : Plasmid pLG0082 (SEQ ID NO:4) , welches das Exon 3 des 
C. elegans Parkin-Gens beinhaltet und fur die RNAi Versuche 
verwendet wurde (vgl. experimenteller Teil 12.). 

Figur 6 : a) Muster der Auftragung auf der Platte beim Chemota- 
xisassay; b) Ergebnisse des Chemotaxisassays fur die C. ele- 
gans- Parkin- KOI- Wurmer. 
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Figur 7 : Entwicklungsdauer der C. elegajns-Wildtypwurtner und 
der Parkin - KOI - Wurmer ■ 

Figur 8 : Aufnahme von Eiern, die von Parkin -K02-Wurmern gelegt 
voir den. 

Figur 9 : Grofce der Nachkommenachaf t und Anzahl der Eier, die 
von Parkin-KOl-Wurmern gelegt wurden. 

Figur 10 ; Western-Blot mit Extrakten aus Wildtypwurmern (N2) 
und Wurmern, die das in das Genom integrierte, humane a-Synuc- 
lein A3 OP unter der Kontrolle des sel-12 Promotors exprimie- 
ren. Die verschiedenen Fraktionen der Proteinextraktion sind 
unterhalb des Blots gekennzeichnet : HOM, Homogenat; RIPA, 
RIPA-16sliche Fraktion; SI', erster Waschschritt mit 5% SDS; 
SI"', dritter Waschschritt mit 5% SDS; UREA, Harnstof f -l&ali- 
che Fraktion; FA, Ameisensaure-losliche Fraktion. Schwarze 
Pfeile bezeichnen die fur a-Synuclein spezifischen Banden. 

Figur 11 ; Analyse trangener Wurmer, die a-Synuclein A30P als 
extrachromosomales Array unter der Kontrolle des Promotors 
unc-119 exprimieren. Die Immunofarbung (A) wurde mit dem 
monoklonalen Antikdrper 15G7 durchgef uhrt . (B) Expression des 
GFP unter der Kontrolle des dat - Promotors . (C) DAPI Farbung; 
(D) Nomarski-Aufnahme. 

Figur 12 ; Phanotyp transgener Wurmern, die das in das Genom 
integrierte, humane a-Synuclein A30P unter der Kontrolle des 
sel-12 Promotors exprimieren. (A) Nomarski-Aufnahme eines 
Wurms dessen Vulva aus dem K6rper herausgetreten ist (B; C) 
Transgener Wurm mit hervortretender Vulva und gestdrter Eiab- 
lage, in dem sich bereits geschlupfte Jungtiere befinden. 
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EXPERIMENTELLER TEIL 

1. Bioinformatik 

Das C. elegans-Homologe des menschlichen Parkingens wurde 
durch eine Suche mit dem Programm BLAST auf den C. elegans 
Sequenzen, die durch das Rationale Zentrum fur Biotechnologi- 
sche Information ( www . ncbi . nlm . nih . gov ) zur Verfugung gestellt 
werden, gefunden. Nested PCR Primer-Paare fur die Identifizie- 
rung von Deletionen wurden mit Hilfe des Programms Primer3 des 
MIT in Cambridge ( www . genome . wi . mi t . edu/cgi - 

bin : /primer/primer3 www.cgi ) und einem Fenster von 3.2 - 3.3 kb 
entworfen und synthetisiert . 

2 . Expressionsmuster von Parkin in C. eleaana 

Die Expression des Parkingens in C. elegans wurde mittels GFP- 
Reportergenen (GFP = green fluorescent protein) analysiert. 

I. In einem ersten Schritt wurde das Plasmid pBY1013 kon- 
struiert, welches 4085 bp des Parkin- Promotors und das GFP -Gen 
enthielt . 

4085 bp aus der 5 1 -Region des Parkinlocus, amplrfiziert als 
PCR-Produkt mit den Primern 

RB850 GGGCCG OGGCATGCGAATACAATGACGTAAGCGACGTGG (SEQ ID NO: 15) 
RB851 CCCGTCGACTCATCAGACATGCTTCATGAGAGC (SEQ ID NO: 6), 

wurden als SphI- Sal I -PCR- Fragment in den Vektor pPD95.75 (Dr. 
Andre Fire, Carnegie Institution of Washington, Baltimore, MD, 
USA) kloniert. 



2in PCR-Produkt aus einer Amplif ikat ion mit den Primern 
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RB853 GGGCCGCGGTTCGAATTTGAAGCTCGCTGCGT (SEQ ID NO: 7) 

RB916 CGCCCGGGAGCTCGTCGACCTATTAAACCAATGGTCCCATTGACACTC (SEQ ID 

NO: 8) 

wurde in den GFP-Vektor pBY1023 als Nhel/ Sal I -Fragment klo- 
niert. C. elegans-Wildtypciere wurden mit dem resultierenden 
Plasmid pBY1013 transf ormiert . Semistabile transgene Linien 
wurden isoliert. Diese zeigten GFP -Express ion in zahlreichen 
Neuronen und Muskeln (siehe Fig. 4a). 

Besonders hervorzuheben sind die Expression in 
- ; den "anal sphincter"- und "anal depressor" -Muskeln zur 
• Steuerung der Defakierung, 

den Vulva- und Uterus-Muskeln zur Steuerung der Eiablage 
im gesamten Pharynx (Muskeln und Neuronen) , 
Schwanzneuronen, v. a. solchen mit langem Fortsatz im 
ventral nerve cord, 

Kopf neuronen im Bereich aufierhalb des Pharynx. 

II. Herstellung des Plasmids pLG0126 (enthalt 653 bp Parkin - 
Promoter + Parkingen + GFP-Gen als Fusionskonstrukt) 

Aus pBY1013 wurde mittels inverser PCR 3432 bp aus der 5'-Pro- 
motor-Region des Parkin-Gens herausge sennit ten und mittels 
Kl enow- Polymerase wieder aufgefullt. In das resultierende 
Plasmid wurde dann das 1717 bp groSe Parkingen hinter den Par- 
kin-Proraotor und vor das GFP (im LeBerahmen rait dera Parkin- 
Gen) hineinkloniert . Das resultierende Plasmid pLG0126 (Fig. 
2) wurde in C. elegans-Wildtyptiere trans f ormiert . Semistabile 
transgene Linien wurden isoliert. Diese zeigten wie beim Plas- 
mid pBY1013 eine GFP- Expression in zahlreichen Neuronen (z.B. 
Kopf, Schwanz, Pharynx) und Muskeln (z.B. Pharynx, Vulva, Ute- 
rus) (siehe Fig. 4b) . 
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3 . Preparation von C. elegans Siem 

Ca. 8.000 jung-adulte Wildtyp-Tiere wurden mit M9-Puffer (22 
mM KH 2 P0 4 , 42 raM Na 2 HP0 4/ 86 mM NaCl, 1 mM MgS0 4 ) von den 
Agarplatten abgespait und in 15 ml Falcon-Rohrchen gesatnmelt, 
bis alle Wurmer abgelSst waren. Danach wurde far 5 min zentri- 
fugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Wurm-Pellet wurde in 
10 ml M9- Puffer aufgenommen und erneut fur 3 min bei 3000 rpm 
zentrifugiert. Nach Wiederholung letzteren Vorganges wurden 10 
ml Bleichldsung (1.44% NaClO, 0.25 M KOH) zum Wurm-Pellet 
zugegeben. Nach Schutteln far 4 min wurde die Eierpraparation 
fur 30 s bei 1.500 rpm zentrifugiert, der Oberstand abgesaugt 
und das Eier- Pellet in 10 ml M9- Puffer aufgenommen. Danach 
wurde das Pellet 5 mal mit je 10 ml M9-Puffer gewaschen und 
jeweils fur 1-2 min bei 3.000 rpm zentrifugiert. 

4 . Herstellung von mutagenisierten Nematoden-Wurmern 

Fur die Herstellung der mutagenisierten Nematoden-Wurmstamme 
wurde das Eier-Pellet, resultierend aus der Eierpraparation, 
in 10 ml M9-Puf fer aufgenommen und fur 20 h bei 20 °C im fiber- 
kopfschuttler geschuttelt. Am darauf folgenden Tag wurden die 
geschlupften Ll-Larven (je 6.000 pro Platte) auf 8 Platten 
(OP50-Bakterien beimpfte Agarplatten mit 9 cm Durchraesser) 
ausgesat und far 60-70 h bei 15 °C inkubiert. Nach Abspulen 
der Tiere mit M9 -Puffer und Sammeln in Falcon-R6hrchen wurden 
sie in M9-Puffer gewaschen bis der Uberstand nicht mehr von 
Bakterien getrubt war (Zentrifugationen waren jeweils far 3 
min bei 1.000 rpm). AnschlieSend wurden 10.000-15.000 Tiere in 
ein neues Falcon-Rdhrchen uberfahrt und mit Trimethylpsoralen 
(30 /zg/ml) versetzt. Die Mischung wurde 15 min auf dem Ober- 
kopfschuttler im Dunkeln inkubiert und nach dem Absetzen der 
warmer nach 3 min wurden diese auf eine trockene Agarplatte 
aufgetropft. Nach Eintrocknenlassen der warmer nach 2-5 min 
wurden diese fur 1 min bei 365 nm mit einer Dosis von 540 
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nW/cm 2 bestrahlt. Danach wurden die Wurmer mit M9-Puffer abge- 
spult, abzentrifugiert und das Pellet auf 3 neue Platten (9 cm 
Durchmesser und mit OP50-Bakterien beimpft) gegeben. Nach 
einer Inkubation fur 24 h bei 20 °C im Dunkeln wurde eine 
Eierpraparation durchgefuhrt (siehe oben) und uber Nacht bei 
20 P C inkubiert. Die synchronisierten und mutagenisierten 
Fl/Ll-Tiere wurden danach abzentrifugiert und in S-Complete- 
Medium (200 mM NaCl, 50 mM KH 2 PO«, 13 mM Cholesterin, 10 mM 
Natriumcitrat, 3 mM CaCl 3 , 3 mM MgS0 4 , 100 U/l Nystatin, 100- 
fach PSN-Antibiotik-Mix, Spurenelemente, HBIOI-Bakterien mit 
ODsoonmVon 2.0) aufgenommen (400 Wurmer/ml) . Die Wurmsuspension 
wurde in 17-33 Mikrotiterplatten zu je 50 ill pro Well ausges&t 
und fur 5-6 Tage bei 20° C inkubiert. Nach Entnahme von je 
einem Viertel (12,5 /il pro Well) der Wurmsuspension fux die 
Preparation der genomischen DNA und der Well-Lysate wurden die 
Wurmplatten zur Langzeitlagerung in Aufbewahrungsboxen gelegt, 
mit Parafilm verschlossen und bei 15 °C inkubiert. 

5. Preparation von qepoolter qenomischer DNA 

Jeweils ein Viertel der Wurmsuspension (12,5 jil pro Well) 
einer Originalplatte aus alien 96 Wells wurden in einem 15 ml 
Falcon-RAhrchen vereinigt und mit 1 ml M9-Puffer versetzt. Die 
Falcon-Rdhrchen wurden zweimal mit je 10 ml M9-Puffer gewa- 
schen (Zentrifugation fur 3 min bei 3.000 rpra) und schlieSlich 
mit 4 ml Waschpuffer (20 mM Trie -Puffer, pH 7,5, enthaltend 
100 mM NaCl und 50 mM EDTA) versetzt. Nach einer Zentrifuga- 
tion f\ir 3 min bei 3.000 rpm wurde der Oberstand bis auf 1 ml 
abgesaugt und zusammen mit dem Pellet mit einer Pasteurpipette 
in ein Eppendorf-RShrchen uberfuhrt. In einer Eppendorf zentri- 
fuge wurde das Gemisch fur 1 min bei 14.000 rpm abzentrifu- 
giert und der Oberstand bis auf 250 /il abgenommen. Dieser Rest 
wurde mit 350 pi Waschpuffer versetzt und bei -80 °C eingefro- 
ren. Nach dem Wiederauf tauen wurden 10 /il 10%-iges SDS, 2 ^1 
Proteinase K (20 mg/ml) und 1 Ml (3-Mercaptoethanol dazugegeben, 
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durch Kippen gemischt und 1 h bei 65 °C verdaut. Bin weiteres 
Mai wurde 2,5 /xl Proteinase K (20 mg/ml) dazugegeben und wah- 
rend 1 h inkubiert. Danach wurde 2,4 /il RNAse A (10 mg/ral) 
zugegeben, durch Kippen gemischt und wahrend 15 min bei 37 °C 
inkubiert. Nach Zugabe von 250 /zl Proteinf allungslosung (Pro- 
mega) wurde jedes Eppendorf -RShrchen 10 s gevortext, 5 min auf 
Eis gestellt und zentrifugiert (moglichst gekuhlt fur 10-15 
min bei 14.000 rpm) . Der Uberstand, die DNA enthaltend, wurde 
voi;sichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf -Rohrchen 
gegeben. Zu diesen Uberstanden wurden 500 /il Isopropanol dazu- 
geben, durch Kippen gemischt, fur 5 min auf Eis gestellt und 
fur 10-15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand 
wurde abgenommen und verworfen. Zum Pellet, die DNA enthal- 
tend, wurde 500 /il 70% Ethanol dazugegeben, durch Kippen 
gemischt und fur 10 min bei 14.000 rpm abzentrif ugiert . Der 
Uberstand wurde ganz sauber abpipettiert . Der Rest des Etha- 
nols wurde wegverdampf t, indem die Eppendorf -R6hrchen offen in 
einen 37 °C warmen Heizblock gestellt wurden. Das ubriggeblie- 
bene Pellet wurde in 350 /il 10 ™M Tris, 1 mM EDTA aufgenoiranen 
und uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Am nachsten 
Tag wurde die genomische DNA fur 1 h in den 50 °C heiSen Heiz- 
block gestellt und auf PCR-Platten verteilt. 

6. Herstellunq von Well-Lysaten 

Von einem Viertel der ausgesSten Wurmsuspension (12,5 fil) wur- 
den Well-Lysate hergestellt, indem 12, S /il der Wurmsuspension 
in 12,5 /il Lysepuffer (20 mM Tris-Puffer, pH 8,2 enthaltend 
100 mM KC1, 5 mM MgCl 2 , 0,9% NP-40, 0,9% Tween-20, 0,02% Gela- 
tine, 14,4 pg/ml Proteinase K) aufgenoramen, 6 h bei 65 °C ver- 
daut, zur Inaktivierung der Proteinkinase K 15 min bei 95 °C 
inkubiert und nach kurzem Abkuhlen bei -80 °C eingefroren 
wurde. 
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7. identif izierung von Deletionen mittels nested PCR 

Genomische DNA-Platten- Pools und Well-Lysate wurden mittels 
nested PCR auf Deletionen getestet. In der nested PCR wird 
zuerst eine PCR mit zwei SuSeren Primern und dann mit dem dar- 
aus. entstehenden Produkt eine PCR mit zwei inneren Primern 
durchgefuhrt, urn eine hohere Spezifitat und bessere Amplif ika- 
tion zu erhalten. Die genomische DNA wurde mit einem Proben- 
stempel (V & P Scientific, San Diego, USA) direkt in ein 
Gemisch gestempelt (Reaktionsvolumen von 25 fil) , welches Taq- 
Polymerase (Hoffmann-La Roche, 0.5 Units /Reakt ion ) , dNTP- 
Gemisch (0.2 mM) und Primer (0.4 /iM) enthielt. Die Reaktion 
lief wahrend 35 Zyklen auf 92 °C fair 20 Sek., 56 °C fta 1 min 
und 72 °C ffir variable Zeiten (15-120 s) in Perkin-Elmer 
Maschinen des Typs 9700. 

8. Analyse der Deletionen 

PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelen (1% Agarose) analy- 
siert und im Falle der Identif izierung von gewflnschten Deleti- 
onen sequenziert . 

9. Isolierung der Mutanten 

Die Wurmer im identif izierten Well, welches Wilrmer mit der 
Deletion im Zielgen, d.h. mit kQrzeren PCR-Produkten im Ver- 
gleich zu den Wild-Typ Wilrmern, enthielt, wurden aus der Flus- 
sigkultur herausgenommen und einzeln auf Agar- Plat ten gegeben. 
Nach erfolgreicher Selbstvermehrung wurden die Muttertiere mit 
verschiedenen Primern, die innerhalb und aufierhalb der Dele- 
tion lagen, auf homozygote und heterozygote Wtirmern unter- 
sucht. Positive Stamme, d.h. Wurmstamme mit Deletionen des 
Zielgens in entweder einem (heterozygote) oder beiden Allelen 
(homozygote) wurden funf Mai mit Wildtyp-Wftrmern ausgekreuzt, 
urn andere potentielle Mutationen zu beseitigen. Homozygote, 
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vier Mai ausgekreuzte Stamrne wurden fur die weiteren Experi- 
ments verwendet. Hierbei wurden die in Fig. 1 dargestellten 
Mutanten Parkin KOI (Stammbezeichnung XY1003) und Parkin K02 
(Stammbezeichnung XY1046) erhalten. 

10. Phanotvpisierunq der Parkin-Knock-out-Mutanten KOI und K02 

a) Chemotaxisassay 
Metbode : 

Pro zu testendem Wurmstamm wurden vier Platten aus 1.6% Agar, 
5 raM KH 3 P0 4 , 1 mM CaCl 2 und 1 mM MgSO, verwendet . Die Platten 
wurden wie in Fig. 6a) gezeigt aufgeteilt. 

Bei ( + ) und (-) wurden je 1 pi NaN 3 (1M) aufgetragen. Anschlie- 
Send wurde bei (+) 1 pi des angemessen verdunnten Lockatoffes 
und bei (-) 1 pi EtOH (100%) aufgetragen. Die warmer wurden auf 
acht grofcen Agar-Platten rait E. coli kultiviert, mit H a O und 
Tween abgewaachen, 1 x bei 1000 rpm gewaschen und in 1 ml H a O 
und Tween aufgenommen. Pro Testplatte wurden 10 pi der Wurmsus- 
pension (ca. 100 Wurmer) aufgetragen. Durch Senkrechthalten 
der Testplatte wurden die Wurmer entlang einer Linie verteilt, 
wodurch der identische Abstand zu Lockstof f und Negativkon- 
trolle erzielt wird. 

Verwendete Lockstof fe waren Isoamylalkohol (1:200), Diacetyl 
(1:1000), Pyrazin (10 mg/ml) und 2,4,5-Trimethylthiazol 
(1:1000). Alle Substanzen wurden in 100% EtOH verdunnt. Die 
Dauer des Assays betrug 90 min bei RT. Zum Immobilisieren der 
Wurmer wurde anschliefiend Chloroform in den Deckel der Test- 
platten gegeben. 

Auswertung: 

Die Wurmer, die sich nach Ablauf der Zeit innerhalb eines 
Radius von 1.5 cm urn den Lockstof f (A) bzw. die Negativkon- 
trolle (B) befanden, wurden ausgezShlt. Aus diesen Werten 
konnte der Chemotaxis- Index wie folgt berechnet werden: 
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A - B 
A + B 

Resultate: 

Das Ergebnis 1st in Fig. 6b) gezeigt. 

Der Parkin KOl-Wurmstamm reagierte nicht auf den Lockstoff 
Diacetyl (odr) . Der Parkin K02-Wurmstamm verhielt sich analog 
( Ergebnis se nicht gezeigt) . 

p) Sntwi cklungsdauer 
Methode: 

10 ;Eier des zu testenden Wurmstamme9 wurden auf je eine kleine 
Platte gepickt. Ermittelt wurde die Zeit, bis erneut erste 
Eier auf der Platte liegen. 

Resultate: 

Beim Wildtyp haben 100% der Wtirmer nach 72 Stunden wieder 
erste Eier gelegt. Beiir. Parkin KOl-wurmstamm war dies erst 
nach liber 100 Stunden der Fall. Die Entwi cklungsdauer des 
Parkin KOI war daher verlangsamt, wie in Fig. 7 gezeigt ist. 

c) Analyse frisch gelegter Eier 
Methode: 

Drei adulte warmer wurden auf eine frische Platte umgesetzt. 
Nach 30 bis 60 min konnten die kQrzlich gelegten Eier mit 
Hilfe der Nomarski-Mikroskopie betrachtet werden. Beim Wild- 
typ-Wurmatamm wurden die Eier wahrend der Gastrulation (28 
Zellen) , bzw. bis zu einem Zellstadium von 50 Zellen (Beginn 
der Morphogenese) gelegt. In Fig. 8 sind zwei Eier gezeigt, 
die von Parkin K02-Wilrmern gelegt wurden. 

Resultate: 

Die vom Parkin K02-Wurmstamm gelegten Eier befinden sich zum 
Teil in einem zu weit f ortgeschrittenen Zellstadium. Parkin 
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K02 hat damit einen partiellen Eiablagedef ekt (egrl) . Dieser 
wurde ebenfalls bei dem Parkin KOl-Wurmstamm beobachtet. 

d) Gr63e der Nachkommenschaf t 
Methods: 

Progetestendem Wurmstamm wurden 10 Eier vereinzelt. Sobald 
diese erneut Eier legten, wurden die warmer im 24-Stunden- 
Rhythmus umgesetzt, bis keine Eier mehr gelegt wurden. Die 
Nachkommen wurden im LI /L2- Stadium ausgezahlt. Somit konnte 
die Gesamt-Nachkotnmenschaft bestimmt werden. Desweiteren 
konnte im gleichen Versuch der zeitliche Verlauf der Eiablage 
skizziert werden. 

Reeultatex 

Das Ergebnis ist in Fig. 9 gezeigt. 

e) Beatimmuna der Sinuskurve zur Uberprufung der Mobilitat 

Methoda: 

5 jung adulte warmer wurden auf eine frische Platte gesetzt. 
Die im Bakterienrasen hinterlassene Sinuespur wurde anschlie- 
Send via Bildschirm hinsichtlich Amplitude und Sinuslange ver- 
messen. 10 Spuren wurden auf Folie nachgezeichnet, welche dann 
iiberlagert wurde. 

Resultate: 

Die Amplitude dee Sinus bei Parkin KOI- und K02-Wurmstammen 
entsprach in etwa der Wildtypamplitude. Die Lange des Sinus 
war jedoch urn ca. 20% geringer als bei Wildtyp-Wurmstammen. 
Parkin KOI- und K02-Wurmstamme waren folglich bewegungsgestdrt 

tunc) . 
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f ) Defalcation 
Methode: 

Gemessen wurde die Zeitspanne zwischen den Ausscheidungen 
(expulsion) , sowie zwischen pBoc (Darmkontraktion kurz vor der 
Ausscheidung) und der nachfolgenden Auescheidung. Pro Wurm- 
statnm wurden 10 Tiere betrachtet. 

Resultate: 

Sowohl der Zyklus expulsion -expulsion als auch der Zyklus 
pBoc- expulsion waren bei Parkin KOI und Parkin K02 kurzer als 
bei Wildtyp. 

11. Komplementierung des C. elecrana Gens durch das homologe 
Humanqen 

Fur die detaillierte molekulare Charakterisierung der Mutanten 
wurden diese einem Funktionstest unterzogen. Einerseits wurde 
getestet, ob die Phanotypen wirklich auf die Deletion im Ziel- 
gen zunickzufiihren sind und andererseitfl , ob C. elegans und 
humanes Zielgen funktionell konserviert sind. Deshalb wurden 
einerseits das deletierte C. elegans-Zielgen selber und ande- 
rerseits das homologe Humangen jeweils in die C. elegans 
knock-out-St&mme mit den Deletionen in den Zielgenen einge- 
setzt. Beide Gene wurden als cDNA-Konstrukte mit dem C. ele- 
gans-Promotor (Fig. 2) eingesetzt, urn ein Expressionsmuster zu 
gewihrleisten, welches dem des Zielgens entspricht. Die Kon- 
strukte wurden direkt als Plasmide (50 ng/jzl) mit dem Injekti- 
onsmikroskop (Zeiss) in den Wurm eingefuhrt. Die Chemotaxis-, 
Entwicklungs-, Ei-, Defakations- und Mobilitatsdefekte konnten 
sowohl durch die Einfxihrung des C. elegans- Parkin wie auch 
durch das humane Parkin ruckgangig gemacht werden. 
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12 . RNAi-Versuch mit dem C. eleqans Parkingen 

Zum Zweck der Durchfilhrung eines RNAi-Feeding-Experimentes zur 
Inaktivierung des Parkin-Gens wurde zunachst daa Plasmid 
pLG0082 (siehe Figur 5) konstruiert: ein 441 bp umfassendes 
DNA- Fragment, das einen Teil des Exons 3 des Parkin-Gens dar- 
stellt, wurde durch PCR-Amplif ikation unter Verwendung der 
Cligonukleotide 1-RNA1 und 1-RNA2 hergestellt. Durch die Wahl 
dec Cligonukleotide wurden eine Ncol (5'seitig)- und eine PstI 
(3'seitig) -Restriktionsschnittstelle eingefuhrt. Nach der Iso- 
lierung des PCR-Fragments wurde ea mit den entsprechenden 
ReStriktionsenzymen geschnitten und in den mit den gleichen 
Enzymen verdauten Vektor pPDl29.36 (Dr. Andrew Fire, Carnegie 
Institution of Washington, Baltimore, MD, USA) ligiert. Auf 
diese Weise wurde das Parkin -Fragment zwischen zwei Promotoren 
der T7-RNA- Polymerase positioniert . 

Der E . coli-Stamm HT115 (Dr. Lisa Timmons, Carnegie Institu- 
tion of Washington, Baltimore, MD, USA) wurde mit dem Plasmid 
pLG0082 transformiert und Ampicillin-resistente Kolonien iso- 
liert. Dieser Stamm tr&gt eine chromosomale Kopie des Gens fur 
die T7-RNA-Polymerase unter der Kontrolle eines lacZ-Promotors 
und produziert daher nach Induktion mit 1 mM IPTG sense- und 
antisense-RNA von dem Exon 3 des Parkin-Gens. Das Wachstum der 
Wiirmer auf diesen Bakterien fuhrt zu einer Aufnahme der dop- 
pelstr&ngigen Parkin-RNA und einer daraus resultierenden Inak- 
tivierung des Parkin-Gens. 

Je Experiment wurden funf Wildtyp-Wurmer im L3-Entwicklungs- 
stadium auf diesen Futterbakterien fur etwa 2-3 Tage bei 15°C 
angezogen. Nach einem Wechsel auf 20°C wurden deren Nachkommen 
anschliefiend pMnotypisch analysiert. 

1-RNA1: CAGACAAACCATGGTTCTCC (SEQ ID NO: 9) 
1-RNA2: CTTACTCTGCAGCAGAATTGG (SEQ ID NO: 10) 
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Es wurden Ei-, Deflations- und Mobilitatsdef ekte festge- 
stellt. 

13 . Herstellung einer C. elegans-Mutante, die humanes g-Synuc- 
lein exorimiert 

Klonierung der Konstrukte 

Fur die Herstellung der Konstrukte, die a-Synuclein unter der 
Korftrolle des unc- 119 -Promoters exprimieren, wurden die humane 
a-Synuclein-cDNA (Dr. Christian Haass, Ludwig-Maximilians-Uni- 
versitat Munchen) und die cDNAs der A53T und A30P Mutanten 
(Dr. Christian Haass, Ludwig- Maximilians -Uni vers it at Munchen) 
mit Hilfe der PCR mit Primern araplif iziert , die Schnittstellen 
fur Sail enthielten. Die atnplif izierten und geschnittenen DNA- 
Fragmente wurden in die Sail -Schnittstellen des Vektors 
pPD49.24 (Dr. Andrew Fire, Carnegie Institution of Washington, 
Baltimore, MD, USA) kloniert, in dem vorher der Promoter des 
C. elegans-Gens unc-119 eingebracht worden war. Die 5'-Promo- 
tor-Region vor dem unc-119-Gen war mittels PCR und zwei Pri- 
mern aus dem Cosmid M142 amplif iziert worden. Daraus entstan- 
den die Konstrukte pBY456 (unc-119: :a-Synuclein wt) , pBY457 
(unc-119: :a-Synuclein A53T) und pBY458 (unc-119: :a-Synuclein 
A3 OP) . 

FQr die Herstellung der Konstrukte, die a-Synuclein unter der 
Kontrolle des sel-12-Promotors exprimieren, wurden die humane 
a-Synuclein- cDNA und die cDNAs der A53T und A3 OP Mutanten mit 
Hilfe der Restriktionsenzyme MscI und Ncol aus den Konstrukten 
pBY456, pBY457 bzw. pBY458 herausgeschnitten . und in die MscI/ 
Ncol -Schnittstellen des Vektors pPD49.26 (Dr. Andrew Fire, 
Carnegie Institution of Washington, Baltimore, MD, USA) klo- 
niert, in dem vorher der Promoter des C. elegans-Gens sel-12 
eingebracht worden war. Die 5' -Promo tor -Reg ion vor dem sel-12 
Gen war mittels PCR und den zwei Primern RB759 und RB110 
(siehe unten) aus dem Cosmid C08A12 amplif iziert worden. Dar- 
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aus entstanden die Konstrukte pBYH58 (sel-12 : :a-Synuclein 
wt) , pBY1159 (sel-12: :a-Synuclein A53T) und pBY1160 (sel- 
12: :a-Synuclein A30P) . 

RB759: CCCGGCTGCAGCTCAATTATTCTAGTAAGC (SEQ ID NO: 11) 
RB110: GTCTCCATGGATCCGAATTCTGAAACGTTCAAATAAC (SEQ ID NO: 12) 

Der unc-119-Promotor fuhrte 2U einer panneuronalen Expression, 
wahrend die Expression bei dem 8el-12-Promotor neuronal und in 
einigen Muskelzellen erfolgte. 

Her stel lung tranagener Tiere 

Transgene wurden in C. elegans durch Mikroinj ektion in die 
Gonaden (Mello et al., 1992) eingebracht. Die oben beschriebe- 
nen a -Synucle in -Konstrukte wurden mit den Markerplasmiden 
pBY1153 (sel-12 : :EGFP) bzw. pBY266 (dat::EGFP) coinjiziert und 
GFP-exprimierende Nachkomraen selektioniert . 

St&mme, die das Transgen stabil im Chromosom integriert besit- 
zen, wurden durch R6ntgenbestrahlung (5000 rad) von Linien 
gewonnen, die transgene, extrachrotnosotnale Arrays enthielten. 
Die Nachkomroen der rontgenbestrahlten Tiere wurden auf die 
100%-ige Weitergabe des transgenen Markers durchsucht. Urn 
eventuelle Hintergrundmutationen zu eliminieren, wurden die 
integrierten Linien mit Wildtypwttrmern (N2) zurilckgekreuzt . 

PAGE und Immunoblotting 

Die Extraktion der Proteine aus C. elegans, PAGE und Western 
Blotting wurden nach Okochi et al. (2000) durchgef flhrt . Fir 
die Inununof&rbung der Western Blots wurde der monoklonaler 
Antikdrper 15G7 (Connex, Martinsried) in 1:4 VerdOnnung ver- 
wendet. Als sekundarer Antikdrper diente ein Peroxidase konju- 
gierter Goat a Rat -Antikdrper (Jackson) in der Verdtinnung 
1:5000. 
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Immunof arbungen 

Die Immunofarbungen wurden nach einem Standardprotokoll (Finny 
et al. 1990) mit dem monoklonalen Antikorper 15G7 (Connex, 
Martinsried) unverdunnt durchgefuhrt . Als sekundarer Antikor- 
per diente ein texas red gekoppelter Goat a Rat -Antikorper in 
der . Verdunnung 1:2000. 

a-Synuclein Aggregationen in Harnstof f extrakten in vitro 

Harnstoff extrakte von Proteinen aus dem integrierten sel-12/a- 
Synuclein A30P-Wurm zeigen eine hochmolekulare Bande im Wes- 
tern Blot (Fig. 10) mit einem monoklonalen Antikorper gegen a- 
Synuclein, die in gleichbehandelten Extrakten aus N2-Wurmern 
nicht sichtbar ist. 

a-Synuclein Aggregationen in Neuronen in vivo 

Die Immunofarbungen (Fig. 11) des unc-119/a-Synuclein A30P mit 
einem monoklonalen Antikorper gegen a-Synuclein zeigen deutli- 
che Signale, sowohl im Zellkc-rper, wie auch in Neurit en, wobei 
dort oft perlenkettenartige Farbung zu sehen ist. Dies deutet 
auf den Transport des a-Synuclein Proteins zur Prasynapse und 
des sen Akkumulationen in den Axonen hin. 

Def ekte in der Eiablage und der Vulvaf onnation 

Wiirmer, bei denen das Konstrukt sel-12/a-Synuclein A30P stabil 
im Genom integriert vorliegt, zeigen eine Vulvade format ion (p- 
vul) und einen Defekt in der Eiablage (egl) (Fig. 12) . 
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PATENTANSPRtiCHB 

1. Nematode, der eine aberrante oder fehlende Expression min- 
destens eines Gens, das mit der Parkinsonschen Erkrankung 
in Zusammenhang stehc, aufweist. 

2. Nematode nach Anspruch 1, wobei das Gen ein Parkingen 
und/oder ein a-Synucleingen ist. 

3. Nematode nach Anspruch 2, dessen Parkingen ganz oder teil- 
weise deletiert ist. 

4. Nematode nach Anspruch 2, dessen Parkingen durch die RNA 
interf erence-Technik zumindest vorubergehend inaktiviert 
wurde. 

5. Nematode nach Anspruch 2, in welchen ein humanes a-Synuc- 
leingen eingefuhrt wurde. 

6. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 5, in dem ein 
humanes Parkingen oder ein dazu homologes Gen als Transgen 
exprimiert wird. 

7. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 5, in dem ein 
humanes a-Synucleingen oder ein dazu homologes Gen als 
Transgen exprimiert wird. 

8. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 7, bei dem die 
aberrante Genexpression in mindestens einer der folgenden 
Formen erfolgt: 

in Form einer verstarkten Genexpression, die zur Erzeugung 
einer gegenuber dem Wildtyp-Gen erhShten Menge von 
Transkriptions- und/oder Trans lationsprodukt des betref- 
fenden Gens fuhrt, 
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in Form einer verringerten Genexpression, die zur Erzeu- 
gung einer gegenuber dem Wildtyp-Gen verringerten Menge 
von Transkriptions- und/oder Translationsprodukt des 
betreffenden Gens fuhrt, 

in Form einer Expression eines mutierten Gens oder 

in Form einer Expression eines zu dem Organismus homologen 

oder heterologen Gens. 

9. ' Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 8 r der einen mit 

der aberranten oder fehlenden Genexpression des Parkin- 
und/oder a-Synucleingens assoziierten Ph&notyp aufweist. 

10. Nematode nach Anspruch 9, wobei der Phanotyp, der mit der 
aberranten oder fehlenden Genexpression des Parkingens 
assoziiert 1st, mindestens einer der folgenden ist: 

Ein Chemotaxisdef ekt, 

Ein Eiablagedefekt, 

Eine verlangsamte Entwicklungsdauer , 

Sine verringerte Anzahl an Nachkommen, 

Koordi na t i ons probl erne , 

Ein Defakationsdefekt, 

Eine verlangsamte Fortbewegung, sowie 

Eine verkurzte K6rperl&nge. 

11. Nematode nach Anspruch 9, wobei der Phinotyp, der mit der 
aberranten oder fehlenden Genexpression des a-Synuclein- 
gens assoziiert ist, mindestens einer der folgenden ist: 
Ein Eiablagedefekt, 

Bin Defekt bei der Vulvaf ormation, 
Ablagerungen von a-Synuclein, 
Eine verlangsamte Entwicklungsdauer, sowie 
Eine verringerte Anzahl an Nachkommen. 
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12. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 11, der ein Nema- 
tode der Gattung Caenorhabditis, beispielsweise C. ele- 
gans, C. vulgaris Oder C. briggsae, ist. 

13. - Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 

als Modellorganismus fttr neurodegenerative Erkrankungen . 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die neurodegenerativen 
Erkrankungen derart sind, dass plaqueihnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten. 

15. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, wobei die neuro- 
degenerative Erkrankung die Parkinson3che Erkrankung ist. 

16 . Verwendung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 
12 zur Untersuchung der Mechanismen der Krankheitsentste- 
hung, des Krankheitsverlauf s und/oder der Propagation von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftre- 
ten, insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung. 

17 . Verwendung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 
12 zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von Arz- 
neimitteln zur Prevention oder Behandlung von neurodegene- 
rativen Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei denen pla- 
queahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbe- 
sondere der Parkinsonschen Erkrankung. 

18. Verwendung des Organismus nach einem der Ansprflche 1 bis 
12 zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von 
Wirkstoffen, die in der Lage sind, die Wirkung von Arznei- 
mitteln, die zur Prevention oder Behandlung von neurodege- 
nerativen Erkrankungen, einschliefelich jenen, bei denen 
plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, 
insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt wer- 
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den, zu modif izieren. 

19. Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsichtlich 
wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaqueihnliche Ablagerungen im Nervensystem auftre- 
ten, welches umfasst, einen Nematoden nach einem der 
Anspriiche 1 bis 12 der Substanz auszusetzen und Ver&ide- 
rungen des Phinotyps zu bestimmen. 

20. Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsichtlich 
einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei denen plaqueihnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, zu modifizie- 
ren, wobei das Verfahren umfasst, 

einen Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 dem Arz- 
neimittel auszusetzen und die aufgrund der Arzneimittel- 
wirkung auf tretenden VerSnderungen des Ph§notyps zu 
bestimmen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Nematoden der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art dem Arzneimittel in Gegen- 
wart der Substanz auszusetzen und gegebenenf alls auf tre- 
tenden Ver&nderungen des Ph&notyps mit den aufgrund der 
Arzneimittelwirkung allein auftretenden VerSnderungen des 
Phanotyps zu vergleichen. 

21. Substanz mit Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder 
Prevention von neurodegenerativen Erkrankungen , ein- 
schliefilich jenen, bei denen plaqueehnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, oder Substanz mit einer Eig- 
nung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der Behandlung 
und/oder Prevention von neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschlieSlich jenen, bei denen plaque ahnliche Ablagerun- 
gen im Nervensystem auftreten, zu modif izieren , die mit- 
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tels eines Verfahrens nach einem der Anspruche 19 oder 20 
identif iziert worden ist. 

22. Verwendung des Nematoden nach einem der Anapriiche 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von weite- 
ren Genen, die in Zusammenhang mit den Mechanismen der 
Krankheitsentstehung, des Krankheitsverlauf s und/oder der 
Propagation von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schliefclich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung, stehen. 

23. Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutiertem oder unmutiertem Zustand zur Prevention 
oder Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung wirksam sind. 

24. Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutiertem oder unmutiertem Zustand in der Lage 
sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder Genen, die 
zur Prevention oder Behandlung von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, zu modi- 
fizieren. 

25. Verfahren zur Identif izierung und/oder Charakterisierung 
von Genen, die in mutiertem oder unmutiertem Zustand zur 
Pravention oder Behandlung von neurodegenerativen Erkran- 
kungen, einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche 
Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere der 
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Parkinsonschen Erkrankung wirksam sind, welches die fol- 
genden Schritte umfasst, 

an Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 eine unge- 
richtete Mutagenese vorzunehmen, 

an den aus der Mutagenese resultierenden Nematoden gegebe- 
nenfalla f eststellbare Veranderungen des Phanotyps, der 
mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des min- 
destens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
stehenden Gens assoziiert ist, verglichen mit den fur die 
ungerichtete Mutagenese verwendeten Ausgangsnematoden zu 
bestimmen und 

das Oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fur die in 
dem vorangegangenen Schritt beobachteten Veranderungen des 
Phanotyps verantwortlich sind, zu identif izieren. 

26. Verfahren zur Identif izierung und/oder Charakterisierung 
von Genen, die in mutiertem Oder unmutiertem Zustand in 
der Lage sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder 
Genen, die zur prevention oder Behandlung von neurodegene- 
rativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei deneri pla- 
queahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbe- 
sondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, 
zu modif izieren, welches die Schritte umfasst; 
an Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12, eine unge- 
richtete Mutagenese vorzunehmen, 

aus den aus der Mutagenese resultierenden Nematoden 
Nachkommen identischer Art zu erzeugen, 

an den jeweils identischen Nachkommen einen gegebenenf alls 
vorliegenden Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlen- 
den Genexpression des mindestens einen mit derartigen 
Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens assoziiert ist, 
zu bestimmen, 

den in dem vorangegangenen Schritt an den Nachkommen 
bestimtnten Phanotyp mit dem entsprechenden Phanotyp der 
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Ausgangsnematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 zu 
vergleichen, 

an den jeweils identischen Nachkommen, die den gleichen 
Phanotyp wie die Ausgangsnematoden zeigen, Veranderungen 
des Phanotyps, der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des mindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens assoziiert ist, in Gegen- 
v;art des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei Expres- 
sion des zu untersuchenden Gens zu bestimmen, -and 
die bestimmten Veranderungen des Phanotyps mit den 
Veranderungen des Phanotyps der Ausgangsnematoden in 
Gegenwart des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei 
Expression des zu untersuchenden Gens zu vergleichen, urn 
gegebenenfalls auftretende Abweichungen der Phanotypveran- 
derung festzustellen, 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fur die in 
dem vorangegangenen Schritt gegebenenfalls f estgestellten 
Abweichungen der Phanotypveranderungen verantwortlich 
sind, zu identif izieren. 

27. Gen mit Wirksamkeit in mutiertem oder unmutiertem Zustand 
bei der Behandlung und/oder Prevention von neurodegenera- 
tiven Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei denen pla- 
queahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, das 
mitt els eines Verfahrens nach einem der Anspruche 25 oder 
26 identif iziert worden ist. 

28. Isoliertes Nukleinsauremolekul, das Parkin aus Caenorhab- 
ditis elegans mit der in Fig. 3 angegebenen Aminosaurese- 
quenz kodiert. 

29. Isoliertes Nukleinsauremolekul nach Anspruch 28, das die 
in Fig. 3 angegebene Nukleinsauresequenz oder eine dazu 
komplementare Nukleinsauresequenz aufweist. 
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30. Isoliertes Nukleinsauremolekul, dessen Nukleotidsequenz 
mindestens 75% Sequenz&hnlichkeit zu dem isolierten Nuk- 
leinsauremolekul nach Anspruch 29 aufweist. 

31. Isoliertes Nukleinsauremolekul, das unter stringent en 
Bedingungen mit dem isolierten DNA-Molekul nach Anspruch 
29 hybridisiert . 

32.. Fragment eines isolierten Nukleinsauremolekul s nach einem 
der Anspruche 28 bis 31. 

33. Vektor, Plasmid, Cosmid, Bacmid, YAC, BAC, Virus- oder 
Phagengenom, der bzw. das ein isoliertes Nukleinsauremole- 
kul oder ein Fragment nach einem der Anspruche 28 bis 32 
enth&lt. 

34. Polypeptid oder Protein, das von einem Nukleinsauremolekul 
oder einem Fragment nach einem der Anspniche 28-32 kodiert 
wird. 

35. Transgener Organismus, insbesondere Mikroorganismus, 
Pflanze oder Tier, oder Teil oder Vermehrungsmaterial 
eines transgenen Organismus, der bzw. das eine rekombi- 
nante Nukleins&uresequenz umfasst, die ein Nukleinsauremo- 
lekul oder ein Fragment nach einem der Anspruche 28 bis 32 
als Transgen entMlt. 
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FIG. 3 



Parkin-cONA von C. elegans, kodierender Bereich. 

atgtctgatgaaatctctatactaacacaagatagaaaaacaggtcaacgtaggaatctaacacttaatataaata 
taactggaaatatcgaagatctcacaaaagatgtggaaaagctcaccgaaattcccagcgatgagctggaagtggt 
tttctgtgggaaaaagttatcaaaatcaacgattatgagggatttgtcactgacacctgcaacacaaatcatgctt 
ctccgtccaaagttcaatagtcacaacgaaaacggtgctaccactgcaaaaataacaacagattcttcaattctcg 
gaagcttctacgtgtggtgcaaaaattgtgacgacgtcaagcgcggcaaactgcgggtttattgccaaaaatgctc 
gtcaacctctgttctagtcaaatccgaaccccagaactggtccgacgttctcaaaagcaagagaataccggcggtc 
cgcgaagaatgctgtactccaggtcttttcgetgaattcaagttcaaatgtctagcctgcaacgatccggccgcag 
ctctaactcacgtacgcggaaattggcaaatgaccgagtgctgtgtttgtgatgggaaggagaaagtgatcttcga 
cctcggatgcaatcatattacatgccaattctgtttcagaGATTA^ 

GTCAATCAGCCG CCG CATGGCTTCACCATTTTCTGCCCCTATCCAGGGTGCAATAgag t ggt acaagatgtgcacc 
atttccacattatgggtcagacgtcgtacagcgaataccaacggaaagccaccgagcgattgattgccgtggacga 
caagggtgtgacttgcccgaatgtctcgtgtgggcagagcttcttctgggagccctatgatgacgatggaagatcc 
cagtgtccagattgttttttttcgttttgcagaaagtgcttcgaaagaaattgtgtgtgccagagcgaagacgarc 
tcacccgaactacaattgacgcgactacaagaagatgcccaaaatgccacgtggcaaccgaacggaacggcggatg 
tgctcacattcactgtacctcgtgtggaatggattggtgtttcaagtgcaagacagaatggaaggaagagtgtcaa 

tgggaccattggtttaattaa 



Abgeleitete Aminosauresequenz von C.e/egans-Parkin 

MSDEISILIQDIUCTGQMU^^ 

UtfKJNSHNENGATTAiaTTDS^ 

CEECCTPGLFAEFKFKCLACNTDPAAALTHVRGNWQOT 

VNQPPHGFTIFCFYPGCNRWQDVHHFHIMGQTSYSBYQRKATBlUiIAVOT 

QC PDCFFS FCRKCFERNCVOQSEDDLTRTTI DATTRRCPKCHVATERNGGCAHI HCTSOGMDWCFXCKTEWKEECQ 
WDHWFN 
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FIG. 4a: Expression von GFP unter der Kontrolle von 4085 bp des 

Parkin- Promotors . 
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FIG. 5 
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FIG. 6 
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statistisch 
relevant 
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FIG. 7 
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FIG. 8 
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Morphogenese (Bohncnstadium) 
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FIG. 9 
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SEQUENZPROTOXOLL 

*]10> EleGene AG 

<120> Nematoden als Model 1 organ! smen zur Untersuchung 

neurodegenerativer Erkrankungen und insbesondere der 
Parkinsons chen Erkrankung, Verwendungen und Verfahren 
zurn Auf f inden von Substanzen und Genen, . . . 

<130> 1A-84 115 

<140> 
<141> 

<150> 100 14 109.9 
<151> 2000-03-22 

<160> 12 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1161 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1158) 

<223> Nukleinsauresequenz der Parkin -cENA 
<400> 1 

atg tct gat gaa ate tct ata tta ata caa gat aga aaa aca ggt caa 
Met Ser Aap Glu He Ser He Leu lie Oln Asp Arg Lye Thr Gly Gin 
15 10 15 

cgt agg aat eta aca ctt aat ata aat ata act gga aat ate gaa gat 
Arg Arg Asn Leu Thr Leu Aan He Aen lie Thr Gly Asn He Glu Asp 
20 25 30 



48 



96 



etc aca aaa gat gtg gaa aag etc acc gaa att ccc age gat gag ctg 144 
Leu Thr Lys Asp Val Glu Lys Leu Thr Glu He Pro Ser Asp Glu Leu 
35 40 45 

gaa gtg gtt ttc tgt ggg aaa aag tta tea aaa tea acg att atg agg 192 
Glu val Val Phe Cys Gly Lys Lys Leu Ser Lys Ser Thr He Met Arg 
50 55 60 
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att aca tgc caa ttc tgt ttc aga gat tat ttg eta agt caa ctg gaa 
lie Thr Cys Gin Phe Cys Phe Arg Asp Tyr Leu Leu Ser Gin Leu Glu 
210 215 220 

cga ttc ggt ttt gtc aat cag ccg ccg cat ggc ttc acc att ttc tgc 
Arg Phe Gly Phe Val Asn Gin Pro Pro His Gly Phe Thr lie Phe Cys 
225 230 235 240 

ccc tat cca ggg tgc aat aga gtg gta caa gat gtg cac cat ttc cac 
Pro Tyr Pro Gly Cys Asn Arg Val Val Gin Asp Val His His Phe His 
24S 250 255 



288 



gat ttg tea ctg aca cct gca aca caa ate atg ctt etc cgt cca aag 240 
Asp Leu Ser Leu Thr Pro Ala Thr Gin He Met Leu Leu Arg Pro Lys 
65 70 75 80 

t-c aat agt cac aac gaa aac ggt get act act gca aaa ata aca aca 
Phe Asn Ser His Asn Glu Asn Gly Ala Thr Thr Ala Lys He Thr Thr 
85 90 95 

gat tct tea att etc gga age ttc tac gtg tgg tgc aaa aat tgt gac 336 
Asp Ser Ser He Leu Gly Ser Phe Tyr Val Trp Cya Lys Asn Cys Asp 
100 105 HO 

gac gtc aag cgc ggc aaa ctg egg gtt tat tgc caa aaa tgc teg tea 384 
Asp Val Lys Arg Gly Lys Leu Arg Val Tyr Cys Gin Lys Cys Ser Ser 
115 120 125 

acc tct gtt eta gtc aaa tct gaa ccc cag aac tgg tec gac gtt etc 
Thr Ser Val Leu Val Lys Ser Glu Pro Gin Asn Trp Ser Asp Val Leu 
130 135 140 

aaa age aag aga ata ccg gcg gtc tgc gaa gaa tgc tgt act cca ggt 
Lys Ser Lys Arg He Pro Ala val Cys Glu Glu Cys Cys Thr Pro Gly 
145 150 155 160 

ctt ttc get gaa ttc aag ttc aaa tgt eta gee tgc aac gat ccg gec 
Leu Phe Ala Glu Phe Lys Phe Lys Cys Leu Ala Cys Asn Asp Pro Ala 
165 170 175 

gca get eta act cac gta cgc gga aat tgg caa atg acc gag tgc tgt 
Ala Ala Leu Thr His Val Arg Gly Asn Trp Gin Met Thr Glu Cys Cys 
1B0 185 190 

gtt tgt gat ggg aag gag aaa gtg ate ttc gac etc gga tgc aat cat 624 
val Cys Asp Gly Lys Glu Lys Val He Phe Asp Leu Gly Cys Asn His 
195 200 205 



432 



480 



528 



576 



672 



720 



768 
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